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Resumen
Los ratones transgénicos que incluyen el gen MAPT humano con algunas de las muta-
ciones características de la FTDP-17 (demencia frontotemporal con parkinsonismo ligada al
cromosoma 17) son frecuentemente empleados como modelo no solo de esta taupatía sino
también de otras como la enfermedad de Alzheimer (AD). Aquellos modelos que incluyen
mutaciones en el residuo 301 (prolina) están entre los más utilizados por su buena aproxi-
mación histopatológica a los efectos de la disfunción asociada a tau en pacientes de AD; en
la presente tesis nos centramos en un modelo tau-P301S denominado PS19.
Teniendo en cuenta la relación entre tau y la neurogénesis adulta hipocampal, y la ausen-
cia de literatura al respecto en modelos tau-P301S, el estudio de este proceso centró una de
las partes de nuestro trabajo. Además de una caracterización de la neurodegeneración en el
sistema nervioso central (CNS) de este ratón, quisimos también estudiar el sistema nervioso
periférico (PNS), mucho menos tratado en la bibliografía y especialmente interesante a la luz
del fuerte fenotipo motor que nuestro modelo P301S desarrolla. La última parte fue dedicada
al modelo doble Akp2/P301S, que combina el transgén tau-P301S con una haploinsuficien-
cia para la fosfatasa alcalina no dependiente de tejido (TNAP), que tiene actividad fosfatasa
sobre tau. Teniendo en cuenta que la proteína tau desfosforilada por esta exoenzima puede
desencadenar la apoptosis de neuronas vecinas, nuestro objetivo fue determinar si una menor
carga de TNAP podría conllevar un amortiguamiento de este efecto neurotóxico y, por lo
tanto, una ralentización o interferencia en la progresión de los daños neurodegenerativos.
En nuestro modelo P301S observamos una reducción drástica de la supervivencia (hasta
una mediana de 11,7 meses) debida a un fenotipo de parálisis motora que suele debutar a par-
tir de los 9 meses. A esta edad, el ratón presenta una sobreexpresión y una hiperfosforilación
de la proteína tau transgénica tanto en el hipocampo como en el nervio ciático, atrofia hipo-
campal acompañada de muerte celular aumentada, gliosis reactiva, y degeneración axonal en
el nervio ciático acompañada de los problemas motores evidenciados en la prueba del rotarod;
los ratones también mostraron hiperactividad, y no se encontraron diferencias con respecto
a los controles a nivel de memoria y navegación espacial dependientes del hipocampo. Se
detectó una neurogénesis adulta aumentada, sin diferencias con respecto a los controles en
la morfología dendrítica, que podría actuar como mecanismo compensatorio que justificara
el mantenimiento de la función hipocampal a pesar de la neurodegeneración observada; el
inicio de la expresión del transgén fue observado en etapas tardías de la neurogénesis.
El ratón Akp2/P301S mostró los mismos marcadores de neurodegeneración en el CNS
que el modelo P301S, así como la neurogénesis aumentada, pero esto no sucedió a nivel del
PNS: se observó una recuperación a valores del grupo control de la degeneración axonal en
el nervio ciático, así como del rendimiento motor. Estos resultados refuerzan la hipótesis de
la ralentización en el avance de la patología, y deberían tenerse en cuenta para explorar la
posible utilidad terapéutica de inhibidores de la TNAP.
X Abstract
Abstract
Transgenic mice harbouring human MAPT gene with characteristic FTDP-17 (fronto-
temporal dementia with parkinsonism linked to chromosome 17) mutations are frequently
used as models not only of this tauopathy but also of other tauopathies as Alzheimer’s dis-
ease (AD). Those models including mutations in residue 301 (proline) are amongst the most
employed ones due to their histopathological similarity to the effects associated with tau-
related dysfunction in AD patients; in this thesis we will focus on a P301S-tau model named
PS19.
Given the connection between tau and adult hippocampal neurogenesis, and the absence
of literature on that subject in P301S-tau models, the study of this process was one of
the topics of our work. Besides a characterization of the neurodegeneration of the central
nervous system (CNS) in this mouse, we also aimed at the peripheral nervous system (PNS),
less frequently addressed in the bibliography and especially interesting in light of the strong
motor phenotype that our P301S model develops. The last part of this work was dedicated to
the model Akp2/P301S, which combines P301S-tau transgene with a haploinsufficiency for
the tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP), which has phosphatase activity on tau.
Taking into account that tau protein, once dephosphorylated by this exoenzyme, can induce
apoptosis in neighbouring neurons, our goal was to determine if decreased levels of TNAP
could lower this neurotoxic effect, thus interfering with or slowing down the progression of
the neurodegenerative damage.
We observed in our P301S model a dramatic decrease in survival time (with a median
of 11.7 months), which stemmed from a motor-paralysis phenotype that usually made its
debut around 9 months of age. At this point, the mouse showed an overexpression and a
hyperphosphorylation of the transgenic tau protein, both in the hippocampus and in the
sciatic nerve, hippocampal atrophy with increased cell death, reactive gliosis, and axonal
degeneration in the sciatic nerve along with motor issues that were patent on the rotarod
test; mice also displayed hyperactivity, and no differences with control mice were found re-
garding hippocampus-dependent memory and spatial navigation. An increased adult neuro-
genesis was found (with no differences with control mice in respect of dendritic morphology)
which could be acting as a compensatory mechanism for neuronal damage and explain the
hippocampal-function endurance despite the observed neurodegeneration; the beginning of
the transgene expression was found in late stages of this process.
Akp2/P301S mice showed the same signs of neurodegeneration in the CNS as the P301S
model, as well as an increased adult neurogenesis, but differences were found in the PNS:
we observed a recovery, returning to control levels, of axonal degeneration of the sciatic
nerve and motor performance. These results reinforce the hypothesis of a deceleration in the




1.1 Enfermedad de Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer (AD, Alzheimer’s disease) es la forma más común de demen-
cia, representando un 60-70 % de los casi 50 millones de casos de esta familia de patologías
neurodegenerativas en todo el mundo; aparece normalmente a partir de los 65 años de edad, y
se caracteriza por un deterioro cognitivo progresivo que afecta, en primer lugar, a la memoria
a corto plazo.
En 1907 el neurólogo alemán Alois Alzheimer describió por primera vez la dolencia es-
tudiando el caso de Auguste Deter [Alzheimer, 1907] [Alzheimer et al., 1995]; esta paciente
presentaba, a los 51 años de edad, síntomas clínicos como desorientación, pérdida de memo-
ria, déficit perceptivo, afasia, agnosia y conductas anómalas. Tras su muerte a los 56 años de
edad, Alzheimer pudo observar mediante la técnica de impregnación argéntica la aparición de
abundantes ovillos neurofibrilares (NFT, neurofibrillary tangles) y placas seniles o neuríticas
en su cerebro.
Tanto los NFT como las placas seniles se habían encontrado previamente en 1892 por
Blocq y Marinesco en el cerebro de una anciana afectada de epilepsia [Blocq y Marinesco,
1882], y habían sido correlacionadas con demencia senil por Fischer en 1907 [Fischer, 1907];
pero es Alzheimer quien introduce una nueva enfermedad, una demencia que combina la
aparición de ambos agregados proteicos junto con la pérdida de células nerviosas en la cor-
teza cerebral. Emil Kraepelin en 1910 describe esta patología como una demencia presenil,
proponiendo llamarla «enfermedad de Alzheimer» [Kraepelin, 1910].
Actualmente, el incremento de la población con edad avanzada se ha reflejado en un
aumento en la incidencia de esta enfermedad. Aún no se dispone de marcadores biológicos
específicos para el diagnóstico en vida del paciente; por ello, el diagnóstico neuropatológico
después de la muerte es crucial para la determinación definitiva de la dolencia.
La composición de los dos principales marcas histopatológicas descritas por Alzheimer,
ilustradas en la figura 1–1 (A), es la siguiente:
• NFT intraneuronales: formados por agregados de proteína tau aberrantemente fosfori-
lada (P-tau, phospho-tau), denominados filamentos helicoidales apareados (PHF, paired
helical filaments). Una vez la neurona muere, los NFT extracelulares remanentes son
denominados ovillos fantasma (ghost tangles).
• Placas seniles extracelulares: formadas por filamentos del péptido β-amiloide (Aβ,
amyloid-β).
La distribución temporal y espacial de los ovillos neurofibrilares de proteína tau hiperfos-
forilada correlaciona mejor con la progresión de la enfermedad que la aparición de las placas
seniles, asociadas también al envejecimiento normal [H. Braak y E. Braak, 1991] [Arriagada
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et al., 1992]. Desde hace décadas se ha identificado la corteza entorrinal como una de las
primeras regiones afectadas por la presencia de los NFT [H. Braak y E. Braak, 1991], pa-
sando posteriormente a afectar al hipocampo (en estas fases se ve comprometida la memoria
a corto plazo); posteriormente, cuando lo ovillos neurofibrilares aparecen en otras regiones
corticales, los enfermos desarrollan demencia.
No obstante, también desde hace décadas se conoce la afectación temprana de otras
estructuras en la AD, principalmente del núcleo noradrenérgico del puente troncoencefáli-
co conocido como locus coeruleus [Mann et al., 1980] [Bondareff et al., 1982] [Haglund et
al., 2006], observándose así mismo niveles reducidos del transportador de noradrenalina [B.
Gulyás et al., 2010]. Estas neuronas de proyección difusa a la corteza cerebral presentan acu-
mulaciones intracelulares de P-tau desde las etapas iniciales de la AD y el deterioro cognitivo
leve [Grudzien et al., 2007]; lesiones similares han sido identificadas en las primeras décadas
de vida, incluso desde antes de la adolescencia [H. Braak y Del Tredici, 2011].
La AD se clasifica habitualmente en dos grandes grupos: de origen familiar (FAD, Familial
Alzheimer’s disease), monogénica, de aparición más temprana y etiología conocida, y la AD
denominada esporádica, de etiología específica desconocida y de la que se conocen variantes
genéticas que suponen factores de riesgo de carácter poligénico; la FAD representa menos
del 5 % del total de casos diagnosticados de la AD [Johns, 2014].
Se han identificado tres genes como causantes de la aparición de la FAD. El primero
que se describió codifica para la proteína precursora amiloidea (APP, amyloid precursor
protein), mientras que los otros dos codifican para proteínas conocidas como presenilinas
(PS, presenilin): PS1 y PS2; estas dos proteínas transmembrana constituyen las subunidades
catalíticas de los complejos γ-secretasa, proteasas que participan en el procesamiento de APP
para producir el péptido Aβ [Selkoe y J. Hardy, 2016].
Puesto que la forma familiar de la enfermedad está ligada al metabolismo de APP y el
péptido Aβ, para explicar el posible mecanismo subyacente a la forma esporádica se sugirió
la llamada hipótesis amiloide de la AD [J. Hardy y Allsop, 1991] [Selkoe, 1991] [J. A. Hardy
e Higgins, 1992] [Selkoe, 2001], reconsiderada recientemente [Kametani y Hasegawa, 2018].
Esta hipótesis propone que el origen de la patología se encuentra en la aparición de los
agregados del péptido Aβ y otros fragmentos del procesamiento de APP, acumulados por
una disfunción en su metabolismo, y cuya producción se ve facilitada por las mutaciones
asociadas a la FAD como hemos visto.
Posteriormente se describió que el péptido Aβ agregado facilita la fosforilación de tau
y, como consecuencia de esa fosforilación, su polimerización en PHF que finalmente agregan
en forma de NFT, siendo la patología de tau la responsable última de la toxicidad, muerte
neuronal y progresión de la enfermedad (hipótesis de tau).
Durante estos últimos años la hipótesis amiloide se ha complementado también con estu-
dios de asociación del genoma completo (GWAS, genome-wide association study), que han
permitido descubrir cómo algunas variantes de ciertos genes, como por ejemplo APOE (im-
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plicado en la eliminación de Aβ) [Strittmatter et al., 1993] y TREM2 (relacionado con la
inmunidad innata mediada por microglia) [Jonsson et al., 2013], aumentan las probabilidad
de sufrir la enfermedad. Muchos de los genes que han sido relacionados con la AD esporádica
están involucrados en rutas de limpieza de residuos celulares.
Finalmente, para explicar la progresión de la patología en forma de demencia, se ha
incorporado más recientemente la hipótesis de la propagación de tipo priónico de tau, desde
el origen de los NFT en la corteza entorrinal y el hipocampo, hasta su extensión al resto
de la corteza. Así, se ha observado que la proteína tau extracelular es capaz de entrar en
las neuronas vecinas y alterar el metabolismo de la proteína tau endógena, provocando su
fosforilación y agregación [Frost et al., 2009] [Clavaguera et al., 2009]; en la sección 1.3 se
amplía la información a este respecto.
Para una revisión de las principales hipótesis que acabamos de comentar, ver [Kametani
y Hasegawa, 2018]. En la figura 1–1 (B) se resumen los citados mecanismos posiblemente
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Figura 1–1: Enfermedad de Alzheimer. (A) Principales marcas histopatológicas: placas seniles, for-
madas por filamentos de β-amiloide (Aβ), y ovillos neurofibrilares, compuestos por agregados de tau
hiperfosforilada (P-tau) en forma de filamentos helicoidales apareados (PHF). (B) Modelo de la hipóte-
sis amiloide sobre la etiología de la enfermedad (APP: proteína precursora amiloidea; PS1/2: presenilina
1/2), con la propagación de tipo priónico de tau para explicar la progresión de la demencia. Créditos de
las imágenes: arriba [cedida amablemente por el laboratorio del Prof. Claude Wischik, de la Universidad
de Aberdeen (Aberdeen, Reino Unido)], abajo-izq. [Gremer et al., 2017], y abajo-der. [Pérez, Cuadros et
al., 2018].
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1.2 La proteína tau y las taupatías
Tau se descubrió en 1975 como una proteína asociada a microtúbulos especialmente
abundante en el cerebro [Weingarten et al., 1975]. Su gen humano MAPT (microtubule-
associated protein tau), ubicado en la posición cromosómica 17q21, contiene 16 exones a
partir de los cuales, por splicing alternativo, se producen diferentes isoformas cuya presencia
o proporción dependen de la etapa del desarrollo y de la localización, ya sea en el sistema
nervioso central (CNS, central nervous system) o en el periférico (PNS, peripheral nervous
system). Su interacción con los microtúbulos se produce a través de cuatro dominios de unión
repetidos, codificados por los exones 9-12 y denominados R1-R4.
En el CNS se generan mayoritariamente seis isoformas a partir de MAPT según la pre-
sencia o ausencia de los exones 2 y 3 del extremo N-terminal, y del exon 10, que codifica
para el segundo dominio de unión a microtúbulos, R2 [Andreadis et al., 1992]. La inclusión
del exón 10 da como resultado un conjunto de isoformas de tau con cuatro repeticiones
del dominio de unión, denominadas 4R, mientras que las isoformas sin dicho exón tienen
solo tres de estas repeticiones y son agrupadas con el término 3R; estas últimas variantes,
por la ausencia de uno de los dominios de interacción con los microtúbulos, presenta una
menor afinidad por estos y favorece un dinamismo incrementado [Llorens-Martin, Teixeira
et al., 2012]. De hecho, estas isoformas son las únicas presentes en los cerebros fetales en
desarrollo tanto en ratones como en humanos, mientras que las formas 4R solo aparecen en
las neuronas una vez alcanzada la madurez [Avila, Lucas et al., 2004]; en humanos adultos
pueden encontrarse ambas familias, 3R y 4R, en una proporción similar, mientras que en
ratones la presencia de las isoformas 3R queda restringida a aquellas regiones que presentan
neurogénesis adulta [Fuster-Matanzo, Barreda et al., 2009] [Fuster-Matanzo, Llorens-Martín,
Jurado-Arjona et al., 2012].
En el PNS, las isoformas mayoritarias incluyen constitutivamente el exón 4A, produciendo
una variante de 110 kDa de peso molecular conocida como big tau [Goedert, Spillantini et al.,
1992] [Andreadis, 2005]. El splicing alternativo de los exones 2, 3 y 10 en esta localización
aún no ha sido analizado en detalle [Arendt et al., 2016].
Las principales isoformas de tau que hemos repasado, tanto en el sistema nervioso central
como en el periférico, se encuentras resumidas en la figura 1–2.
La proteína tau es considerada intrínsecamente desestructurada, al carecer de estructuras
secundaria y terciaria bien definidas; su conformación se puede aproximar a la denominada
como ovillo estadístico (random coil), donde la falta de interacciones estables entre los resi-
duos hace que las estructuras fluctúen entre todas las posibles (para una revisión, ver [Avila,
Jiménez et al., 2016]). Las proteínas total o parcialmente desestructuradas forman agre-
gados en distintas enfermedades neurodegenerativas humanas como son la de Huntington,
Creutzfeldt-Jakob, Parkinson, Alzheimer, y en otras taupatías; en muchos casos, incluyendo
tau, el mecanismo molecular y la estructura detallada del agregado final no se conocen con
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exactitud [Avila, Jiménez et al., 2016]. Con respecto a los agregados fibrilares de tau, se han
observado, en aquellos obtenidos de cerebros humanos de pacientes con AD, conformacio-
nes moleculares patológicas específicas [Dregni et al., 2019]; mediante agregación in vitro
inducida por heparina se han podido comprobar estructuras polimórficas en isoformas 4R,
con una conformación única de lámina β para el núcleo fibrilar, alrededor de R2-R3, y una
dinámica heterogénea fuera de este núcleo rígido: las repeticiones R1 y R4 son semirrígidas,
y la región rica en prolinas previa a los dominios de unión a microtúbulos presenta una gran
movilidad [Dregni et al., 2019].
2N4R (441 aa)








Figura 1–2: Principales isoformas de tau en el humano adulto. Se representan las variantes más
abundantes, obtenidas por splicing alternativo, tanto en el sistema nervioso periférico (PNS), con la
isoforma que incluye el exón 4A conocida como big tau, como en el sistema nervioso central (CNS), con
sus seis isoformas según la inclusión o exclusión de los exones 2 (rojo) y 3 (verde), en el extremo N-terminal,
y del exón 10 (malva), que codifica para la segunda repetición del dominio de unión a microtúbulos; los
exones 9, 11 y 12, que codifican para las otras tres repeticiones pero no sufren splicing alternativo,
aparecen en color morado. A la derecha aparecen los identificadores de las isoformas del CNS según el
número de exones incluidos del extremo N-terminal (N) y el número de repeticiones del dominio de unión
a microtúbulos (R), además de las longitudes en número de residuos de aminoácidos (aa) de todas las
variantes.
En el cerebro, la proteína tau se encuentra principalmente en las neuronas, pero tam-
bién está presente a bajas concentraciones en células gliales [LoPresti et al., 1995]. Dentro
de las neuronas, esta proteína se localiza predominantemente asociada a los microtúbulos
axonales [Dotti, Banker et al., 1987]; cuando se fosforila, tau puede hallarse también en las
espinas dendríticas [Ittner, Ke et al., 2010], donde su función fisiológica no se conoce bien
todavía, habiéndose propuesto su participación en la regulación de la plasticidad sinápti-
ca [Frandemiche et al., 2014]. Por otro lado, también se ha descrito su presencia asociada a
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la membrana plasmática [Arrasate, Pérez et al., 2000] o en el núcleo celular [Sultan et al.,
2011] [Camero et al., 2014]. La expresión en el cerebro humano muestra una considerable
variación regional, siendo los niveles de tau más bajos en el cerebelo y los más altos en el
neocórtex [Trabzuni et al., 2012]; este hecho podría contribuir a la vulnerabilidad diferencial
de las distintas regiones cerebrales en las patologías asociadas a esta proteína.
En las neuronas, la función principal considerada tradicionalmente es la de la estabiliza-
ción de los microtúbulos, como ya se ha mencionado; no obstante, estudios recientes apuntan
a que, en realidad, su papel podría estar más inclinado a permitir que los microtúbulos
axonales tengan largos dominios inestables, precisamente compitiendo con otras moléculas
estabilizadoras [Baas y Qiang, 2019]. La proteína tau también regula el transporte axonal
al competir con las proteínas motoras dineína y kinesina por la unión a los microtúbu-
los [Stamer et al., 2002]; además, tau es esencial para el crecimiento y maduración axonal
durante el desarrollo [Knops et al., 1991]. La presencia de esta proteína en el compartimento
nuclear ha intrigado a los investigadores; actualmente se cree que es clave para mantener
la integridad del DNA genómico, así como del RNA nuclear y citoplasmático [Sultan et al.,
2011] [Camero et al., 2014]. Finalmente, otras funciones descritas de tau incluyen la regula-
ción de la actividad neuronal y de otros procesos en la neurogénesis adulta [Fuster-Matanzo,
Barreda et al., 2009] [Pallas-Bazarra et al., 2016], la exportación de hierro [Avila, Barreda
et al., 2013], y la participación en el proceso de depresión a largo plazo sináptica (LTD,
long-term depression) [Kimura et al., 2014].
La regulación de la función de la proteína tau se logra predominantemente a través del
proceso de fosforilación, y depende de los residuos aminoacídicos donde esta se produzca.
Un incremento en los niveles de fosforilación reduce su afinidad por los microtúbulos, lo
que resulta en la inestabilidad y dinamismo del citoesqueleto neuronal (para una revisión,
ver [Medina et al., 2016]); aunque, como hemos mencionado previamente, esta idea ha sido
recientemente cuestionada, al menos parcialmente [Baas y Qiang, 2019]. La hiperfosforila-
ción de tau desencadena un proceso patogénico al provocar una relocalización aberrante de
esta proteína desde los axones hasta el compartimento somatodendrítico, donde se acumula,
causando una disfunción sináptica [Hoover et al., 2010] [Zempel et al., 2010]. Una segun-
da consecuencia de la hiperfosforilación de esta proteína es la alteración de los mecanismos
para su proteólisis mediante autofagia o el proteasoma [Y. Wang y Mandelkow, 2012], y
de su truncamiento por proteasas [Zhou et al., 2018]. En tercer lugar, se considera que la
fosforilación de tau promueve su agregación, encontrándose ambas muy incrementadas en la
AD [Grundke-Iqbal et al., 1986]; el papel neurotóxico de los agregados sigue siendo debatido
en la actualidad, pues se ha sugerido que, al igual que en otras enfermedades neurodegenera-
tivas [Arrasate, Mitra et al., 2004], estos serían protectores al disminuir las especies solubles
de tau hiperfosforilada [Cowan y Mudher, 2013].
El estado de fosforilación de tau es el resultado del balance entre la acción de qui-
nasas y fosfatasas sobre esta proteína [Avila, 2008]. La principal quinasa descrita de tau
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es la GSK-3β (glycogen-synthase kinase-3β), una quinasa de proteínas específica de seri-
na/treonina [Hernandez et al., 2013]. Varias fosfatasas han sido implicadas en el proceso de
desfosforilación de la proteína tau, siendo la mayoría pertenecientes a la familia PP (protein
phosphatase): PP1, PP2A, PP2B (calcineurina) y PP2C; no obstante, esta última, a pesar
de tener funcionalidad de desfosforilación sobre tau in vitro, no es capaz de desfosforilar la
proteína tau hiperfosforilada procedente de extractos de cerebros de pacientes de AD [Avila,
Lucas et al., 2004].
Además de la fosforilación, otras modificaciones postraduccionales regulan la actividad de
esta proteína; entre ellas se encuentran la acetilación, glicación, glicosilación, desamidación,
isomerización, nitración, metilación, ubiquitinación, sumoilación y truncamiento (para una
revisión, ver [Avila, Lucas et al., 2004] y [Martin et al., 2011]).
Algunas modificaciones, como la O-glicosilación, pueden prevenir la hiperfosforilación de
tau e inhibir su agregación [Robertson et al., 2004]; de hecho, en los cerebros de pacientes con
AD se ha encontrado que la N-glicosilación está aumentada [J. Z. Wang et al., 1996], mientras
que la O-glicosilación parece estar reducida [Robertson et al., 2004], en consonancia con los
fenómenos generales de hiperfosforilación y agregación observados en esta patología. Otras
modificaciones postraduccionales afectan a la degradación de tau; entre ellas se encuentran
la acetilación [Min, Cho et al., 2010], ubiquitinación [Babu et al., 2005] y sumoilación [Luo
et al., 2014].
Finalmente, el truncamiento de tau se produce en la AD y otras patologías ligadas a
esta proteína, y es probable que juegue un papel importante en estas enfermedades, ya
que los fragmentos de tau no solo son propensos a la agregación, sino que también pueden
inducir la neurodegeneración de forma independiente a esta (para una revisión, ver [Y. Wang
y Mandelkow, 2016]).
Las taupatías son un grupo de demencias que presentan como característica común una
alteración en el metabolismo de la proteína tau, bien sea por una mutación directa en el gen
MAPT, mutaciones en otros genes como en el caso de la FAD, o por razones desconocidas
en taupatías denominadas como esporádicas [Avila, Lucas et al., 2004]; se dividen en dos
categorías: taupatías primarias y secundarias [Fuster-Matanzo, Hernández et al., 2018]. Las
primeras comprenden trastornos en los que la patología asociada a tau es la característica
neuropatológica principal, como por ejemplo en la demencia frontotemporal con parkinsonis-
mo ligada al cromosoma 17 (FTDP-17, frontotemporal dementia with parkinsonism linked to
chromosome 17 ) y la enfermedad de Pick. En la segunda categoría existe una alteración de
otra proteína que contribuye a la enfermedad, como puede ser una de naturaleza amiloide;
este grupo incluye la AD, tanto familiar como esporádica, el síndrome de Down o la demencia
pugilística.
Las taupatías también pueden ser subclasificadas atendiendo a la acumulación preferen-
cial de las isoformas 3R o 4R, dado que la proporción 3R/4R se ve afectada por la desre-
gulación del splicing del exón 10, que puede suceder por mutaciones intrónicas en regiones
8 1 Introducción
contiguas a este exón y también en demencias frontotemporales esporádicas por mecanismos
patogénicos desconocidos [V. M. Lee y Trojanowski, 1999].
La FTDP-17 reúne un conjunto heterogéneo de enfermedades genéticas extremadamente
raras debidas a mutaciones mapeadas en la posición cromosómica 17q21; la inmensa mayoría
han sido identificadas en el gen MAPT (unas 38 mutaciones localizadas en alrededor de
100 familias) [Wszolek et al., 2006], pero otras mutaciones se han hallado en el gen de
la progranulina (PGRN ), un factor de crecimiento secretado con funciones de regulación en
procesos como desarrollo, reparación de lesiones e inflamación, además de estar estrechamente
relacionado con mecanismos de formación de tumores [Baker et al., 2006]. De este modo, y
de manera sorprendente, las mutaciones en dos genes situados muy próximos en la misma
región cromosómica producen enfermedades con fenotipos similares aparentemente a través
de mecanismos diferentes (para una revisión, ver [Boeve y Hutton, 2008]).
Las taupatías agrupadas bajo la denominación FTDP-17 son autosómicas dominantes,
con una penetrancia incompleta para la mayoría de los subtipos, que se manifiestan por
una combinación variable de cambios de comportamiento y personalidad, deterioro cognitivo
e importantes trastornos motores. La heterogeneidad en las patologías no solo se da entre
familias con mutaciones diferentes, sino también dentro de la misma familia con una mutación
determinada [Wszolek et al., 2006].
A nivel histopatológico, en la FTDP-17 se producen inclusiones citoplasmáticas de la
proteína tau hiperfosforilada (muy similares a aquellas de la AD) en todos los casos de
mutaciones de MAPT, y se da una muerte neuronal gradual que desencadena la atrofia de
los lóbulos temporales y frontales [Wszolek et al., 2006]; para las mutaciones localizadas en
el gen PGRN, se han hallado agregados ubiquitinados no inmunorreactivos contra tau, tanto
citoplasmáticos como intranucleares, de composición desconocida [Baker et al., 2006].
La mutación P301S en el gen MAPT, clasificada también dentro de la FTDP-17, ha sido
descrita en detalle en dos familias de origen europeo, una de origen japonés y otra de origen
judío [Bugiani et al., 1999] [Sperfeld et al., 1999] [Yasuda et al., 2000] [Lossos et al., 2003].
Esta mutación se da en el exón 10 que codifica para el dominio R2 de unión a microtúbulos,
afectando por lo tanto solo a las isoformas 4R; produce un fuerte efecto inhibitorio del
ensamblaje de microtúbulos promovido por tau, a la vez que estimula la agregación de esta
proteína en filamentos en presencia de heparina; el splicing alternativo de dicho exón no se
ve afectado [Lossos et al., 2003].
Con respecto al fenotipo que presentan los enfermos con la mutación P301S, es en general
más agresivo que el producido por la mutación P301L; a pesar de diferencias considerables
entre los pacientes, se pueden destacar como características comunes un debut temprano del
fenotipo (en la tercera/cuarta década de vida), cursando con cambios de personalidad que
evolucionaron en pocos años a una demencia severa con numerosos problemas motores [Lossos
et al., 2003]; en las familias europeas fueron descritos, además, ataques epilépticos en los
enfermos [Bugiani et al., 1999] [Sperfeld et al., 1999].
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1.3 Proteína tau extracelular
Aunque la proteína tau es principalmente intracelular, también se encuentra en el medio
intersticial y en el líquido cefalorraquídeo [Yamada et al., 2011], tanto en forma de monómeros
como de oligómeros o agregados mayores [Hampel, Teipel et al., 2004]. El hecho de haberla
hallado en individuos controles y en ratones que sobreexpresan tau humana antes de la
detección de muerte neuronal sugirió que tau podría estar siendo secretada por las neuronas
al medio extracelular de manera fisiológica; de hecho, posteriormente se observó que esta
proteína se libera por ejemplo en respuesta a un aumento de la actividad neuronal [Yamada
et al., 2011] [Pooler et al., 2013].
Por otro lado, tras comprobar el incremento de tau en el líquido cefalorraquídeo en pa-
cientes de taupatías como la AD, se propusieron varias explicaciones posibles, no mutuamente
excluyentes, como la liberación tras la muerte neuronal [Gómez-Ramos, Diaz-Hernández et
al., 2006], un aumento en su secreción ligado a estas enfermedades o la existencia de meca-
nismos de secreción exclusivos de condiciones patológicas [Pernègre et al., 2019].
Numerosas publicaciones en los últimos años apoyan la idea de que la patología asociada
a la proteína tau se extiende por todo el cerebro en la AD y otras taupatías como consecuen-
cia de la propagación de determinadas especies de esta proteína entre regiones cerebrales
conectadas en un proceso similar al descrito en las enfermedades priónicas; de hecho, estos
mecanismos se están proponiendo también para otras dolencias neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson (para una revisión, ver [Duyckaerts et al., 2019]). A pesar de que los
mecanismos de propagación no son comprendidos completamente, se ha podido comprobar
este fenómeno tanto en cultivos celulares como en modelos animales de taupatía, incluso en
ausencia de muerte celular [Frost et al., 2009] [Clavaguera et al., 2009] [Calignon et al., 2012];
además, se está acumulando evidencia de que la propagación se da transinápticamente, es
decir, que tau es liberada por la neurona presináptica y captada por la postsináptica, donde
induce la fosforilación y agregación de la proteína endógena, continuando la extensión de la
patología a lo largo del circuito sináptico [Pérez, Medina et al., 2018] [Pernègre et al., 2019].
Con respecto a la exportación de tau al medio extracelular, se ha comprobado que la
acumulación intracelular de esta proteína por encima de los niveles fisiológicos normales fa-
vorece su secreción por medio de vesículas membranosas [Simón et al., 2012]; este aumento
en los niveles de tau intracelular puede ocurrir de manera fisiológica durante el envejeci-
miento, debiéndose, al menos en parte, a una hiperactividad hipocampal asociada a este
proceso [Huijbers et al., 2019]. En situaciones patológicas, como es el caso de las taupatías,
la acumulación de tau en el interior de las neuronas se ha relacionado bien directamente con
mutaciones en el gen MAPT [Clavaguera et al., 2009] [Karch et al., 2012], o con alteraciones
en las dos principales vías de degradación, la de la ubiquitina-proteasoma y la autofágica-
lisosomal [Y. Wang, Martinez-Vicente et al., 2009] [M. J. Lee et al., 2013] [Chesser et al.,
2013]; ciertas modificaciones postraduccionales han sido asociadas con estas alteraciones y
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con la intensificación de la acumulación (y, por tanto, de la secreción) de la proteína tau, tal
y como hemos mencionado en el apartado anterior.
La principal modificación postraduccional sobre tau, con respecto a la estimulación de
la secreción, es la fosforilación; por ejemplo, en células HeLa se ha observado que tanto
la fosforilación como el truncamiento en su extremo C-terminal favorecen la secreción de
esta proteína [Plouffe et al., 2012]. No obstante, todavía no está clara la relación entre estos
procesos, ya que ambas especies de tau, la fosforilada y la no fosforilada, se han detectado en el
espacio extracelular; un estudio realizado en cultivos primarios de neuronas corticales mostró
la liberación de tau fosforilada en condiciones control [Pooler et al., 2013], mientras que otros
grupos han informado de la secreción de especies tanto fosforiladas como no fosforiladas en
dichos cultivos [Plouffe et al., 2012]; además, se ha descrito en pacientes de AD un aumento de
la fosforilación en el residuo Thr231 de la proteína tau en el líquido cefalorraquídeo [Hampel,
Burger et al., 2005], pero también se observó una disminución de dicha fosforilación según
progresaba la enfermedad [Hampel, Buerger et al., 2001]. Finalmente, es necesario tener en
consideración en este escenario la posible acción de fosfatasas extracelulares sobre las especies
de tau liberadas al medio; en la sección 1.6 se tratará este aspecto.
Profundizando en las vías de secreción mediante vesículas membranosas, tau ha sido
localizada en exosomas [Saman et al., 2012] [Simón et al., 2012] [Y. Wang, Balaji et al.,
2017] y en ectosomas [Dujardin et al., 2014], habiéndose comprobado en modelos animales
cómo los exosomas neuronales que contienen tau humana mutada resultan tóxicos in vivo
para las neuronas del ratón receptor [Winston et al., 2018]; por otro lado, en la AD también
han sido hallados exosomas conteniendo el péptido Aβ y otros fragmentos del procesamiento
de APP [Rajendran et al., 2006] [Sharples et al., 2008] [Perez-Gonzalez et al., 2012] [Sardar
Sinha et al., 2018]. Además de los anteriores, se han propuesto mecanismos no convencionales
de secreción constitutiva de la proteína tau como la traslocación directa [Chai et al., 2012].
Para una revisión en profundidad de las vías de secreción de esta proteína, ver [Pérez, Medina
et al., 2018] y [Pernègre et al., 2019].
La captación de tau del espacio extracelular, donde se encuentra en forma libre o asocia-
da a vesículas, ha sido investigada por numerosos grupos, pero los mecanismos precisos de
unión y entrada a la célula receptora aún no se comprenden por completo; se han sugerido
vías de entrada como la endocitosis mediada por receptor, macropinocitosis dependiente de
actina mediada por proteoglicanos, o incluso nanotubos de membrana directos entre célula
donadora y célula receptora [Pérez, Medina et al., 2018]. Parece que tanto la conformación
como el tamaño del agregado influyen en la captación de tau: solo los oligómeros y fibrillas
pequeñas que se unen a la membrana citoplasmática, pero no los monómeros ni las fibrillas
y filamentos largos, podrían ser internalizados por un mecanismo independiente del recep-
tor [Wu et al., 2013]; también se ha observado una influencia de la composición en isoformas
de los oligómeros en la eficiencia de esta internalización [Swanson et al., 2017]. Por último,
se ha descrito que la entrada de tau del medio extracelular no solo tiene lugar en neuronas,
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sino también en otras células como la microglía [Bolós et al., 2017]. Para una revisión de los
mecanismos de captación de tau, ver [Mohamed et al., 2013] y [Guo y V. M. Lee, 2014].
Una vez dentro de la célula receptora, la proteína tau exógena ha sido localizada a lo
largo de la ruta endocítica tanto en endosomas tempranos como tardíos, además de asociada
a vesículas lisosomales en rutas axonales retrógradas [Frost et al., 2009]. Los oligómeros y
fibrillas de tau internalizados con determinadas conformaciones anómalas pueden inducir
la polimerización de la proteína tau endógena, interrumpiendo el transporte axonal rápido
anterógrado y retrógrado [Frost et al., 2009] [Pérez, Medina et al., 2018]. Se ha podido
comprobar en cultivos celulares que son necesarios determinados estados de agregación para
conferir a la proteína tau captada su capacidad de inducir el ensamblaje de la endógena,
dependiendo la potencia para esta inducción del estado conformacional de los agregados
internalizados [Falcon et al., 2015].
1.4 Modelos animales de taupatías
Se han generado multitud de modelos animales que han resultado ser exitosos en pro-
porcionar información sobre los mecanismos moleculares de las taupatías como la AD, así
como la relación directa entre su neuropatología y el comportamiento [Alzforum, 2019]. Los
modelos de ratón, en los que nos centraremos en este apartado, han ayudado a aclarar la
relación entre las formas patológicas de la proteína tau, la muerte celular y la aparición de
la enfermedad, así como la interacción entre esta proteína y otras moléculas asociadas con
las taupatías, como el péptido Aβ.
Tras el descubrimiento de que el gen MAPT para la proteína tau presentaba mutaciones
en diferentes pacientes con FTDP-17, a lo largo de los años se han producido numerosas
líneas transgénicas con los cDNA que codifican para diferentes isoformas con algunas de
estas versiones mutadas de tau, así como ratones que modelan la enfermedad a través de
la sobreexpresión de ciertas quinasas con un papel clave en la hiperfosforilación de esta
proteína [Gomez-Sintes et al., 2011]; así mismo, se han generado animales que sobreexpresan
tau en combinación con diferentes proteínas mutantes que se asocian a formas familiares de
la AD, tanto APP como las presenilinas que participan en su procesamiento.
Todos estos animales han permitido modelar diferentes aspectos de la enfermedad y han
reproducido las dos marcas histopatológicas más importantes, los NFT y las placas seniles.
Sin embargo, muchas de las estrategias farmacológicas que se han derivado del estudio de
la patología en estos modelos han fallado cuando se han llevado a la clínica; uno de los
principales problemas ante los pacientes humanos es que en ellos se interviene cuando la
enfermedad comienza a mostrar síntomas neurológicos, momento en el que los daños sobre
el sistema nervioso están ya muy avanzados.
El primer ratón transgénico de MAPT que se generó expresaba la isoforma 4R de tau
bajo el control del promotor de Thy1.2 ; presentaba fosforilación de esta proteína en sitios
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que generalmente se encuentran modificados en muestras humanas de pacientes de AD, aun-
que no mostraba NFT: la histopatología observada en estos animales reflejaba una etapa
temprana previa a la formación de los ovillos neurofibrilares [Götz, Probst et al., 1995]. En
otro modelo de ratón en el que la isoforma 3R de tau humana se sobreexpresaba bajo el pro-
motor murino de la reductasa de la HMG-CoA se pudo detectar la proteína tau transgénica
en el compartimento somatodendrítico, aunque nuevamente no se observó la formación de
NFT [Brion, Tremp et al., 1999].
Los modelos de ratones transgénicos posteriores se diseñaron utilizando promotores más
fuertes, lo que resultó en un aumento de la expresión en estos animales hasta que finalmente
se pudieron detectar agregados de tau en el cerebro [Ishihara, M. Hong et al., 1999] [Spittaels
et al., 1999]; estos modelos no solo mostraron fenotipos similares a los descritos en la AD en
neuronas, sino que también presentaban agregados de tau esferoidales en la médula espinal,
lo que dio como resultado síntomas motores en los animales [Probst et al., 2000]. Si bien los
ratones transgénicos con una sobreexpresión excesiva de tau humana no son viables, se han
generado líneas que sobreexpresan tau a niveles inferiores a diez veces los niveles endógenos
donde se han observado inclusiones de esta proteína en las neuronas corticales, del tronco
encefálico y de la médula espinal, acompañadas de otros síntomas como la degeneración
axonal y déficits motores; la tinción de las inclusiones con los colorantes específicos empleados
en la AD, como son el rojo Congo y la tioflavina-S, reveló un aumento de la insolubilidad de los
agregados a lo largo del tiempo e inclusiones similares a los NFT en animales viejos [Ishihara,
Zhang et al., 2001].
Otros modelos con el gen de tau bajo el promotor de la proteína priónica murina (Prnp)
llevaron a la expresión de niveles altos en ciertos tipos de neuronas y células gliales; en
este caso, las estructuras fibrilares pudieron detectarse tanto en glía (oligodendrocitos) como
en neuronas [Götz, Tolnay et al., 2001]. El fenotipo, sin embargo, todavía no era grave:
en un modelo de ratón que expresaba las tres isoformas 3R de tau humanas utilizando un
minigén bajo el promotor de la α-tubulina, se observaron estructuras similares a las placas
astrocíticas características de la materia gris en la taupatía conocida como degeneración
corticobasal, pero las células neuronales no se vieron tan afectadas ya que no mostraban
agregados fibrilares [Higuchi et al., 2002].
Aunque hasta el día de hoy no se han encontrado mutaciones en MAPT en pacientes de
AD, el análisis molecular de la FTDP-17 ha revelado mutaciones características en este gen; se
ha observado por ejemplo que algunas de ellas, como P301L o R406W, reducen el potencial de
tau para promover el ensamblaje de los microtúbulos [Hasegawa et al., 1998]. En modelos de
ratón que expresan una isoforma de tau humana que contiene la mutación P301L se encontró
que esta mutación reduce la afinidad de tau por los microtúbulos; los ratones presentaron
NFT en el cerebro y en la médula espinal, junto con una reducción sustancial en el número
de neuronas motoras, desarrollando además graves déficits de comportamiento que emulan
los síntomas neurológicos de la enfermedad en humanos [Lewis et al., 2000]. En otro estudio
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con ratones sobreexpresando tau con esta misma mutación se aislaron filamentos cortos de
esta proteína de los cerebros de los animales [Götz, Tolnay et al., 2001]. Curiosamente, otro
equipo reveló que, cuando se suprimía la expresión de la proteína mutante tau-P301L después
de un período de sobreexpresión, los síntomas de comportamiento alterado en estos ratones
podían revertirse, mientras que los NFT insolubles continuaron acumulándose [Santacruz et
al., 2005]; este resultado alude a la posibilidad de que la proteína tau soluble, en lugar de sus
depósitos fibrilares, sea la causa de la muerte de las células neuronales en estas patologías,
tal y como hemos mencionado en la sección 1.2.
El grupo de Frank LaFerla generó un modelo de ratón transgénico triple que expresaba
dos mutaciones de FAD, PS1-M146V y la mutación doble conocida como sueca (Swedish)
APP-KM670/671NL, además de la mutación de FTDP-17 tau-P301L; su objetivo era exami-
nar las interacciones entre el péptido Aβ, los NFT y la disfunción neuronal. Estos ratones,
denominados 3×Tg-AD, desarrollaron las dos características clásicas de la enfermedad de
Alzheimer en pacientes humanos, placas seniles y ovillos neurofibrilares; además, la plas-
ticidad y la potenciación a largo plazo (LTP, long-term potentiation) sinápticas se vieron
comprometidas [Oddo et al., 2003].
En 2002, el laboratorio de Michael Goedert generó un ratón transgénico que expresaba
la proteína tau humana con la mutación P301S bajo el promotor de Thy1.2 ; como hemos
visto en la sección 1.2, esta mutación es responsable en humanos de la presentación de una
patología FTDP-17 de inicio temprano y progresión rápida. En este modelo se hallaron
numerosos agregados de tau en el cerebro y la médula espinal, siendo las neuronas motoras
las que mayor concentración de esta proteína mostraban; la colocalización de depósitos de tau
hiperfosforilada con quinasas pertenecientes a la familia MAPK (mitogen-activated protein
kinase) indicaba la posible implicación de estas enzimas en la modificación de la proteína
tau transgénica [Allen et al., 2002].
En 2007, el equipo de Virginia Lee creó otro ratón portando la proteína tau-P301S hu-
mana, en este caso bajo el promotor de Prnp, que mostraba NFT junto a una pérdida masiva
de neuronas del hipocampo y corticales entre los 9 y los 12 meses de edad; curiosamente,
los déficits en la función sináptica comenzaron mucho antes de la formación de los NFT,
aproximadamente a los tres meses de edad [Yoshiyama et al., 2007]. Dado que también se
observó una activación microglial temprana y que la patología de tau podía revertirse hasta
cierto punto mediante la administración del fármaco inmunosupresor FK506, los autores del
estudio establecieron un vínculo entre la neuroinflamación y las etapas iniciales en el desa-
rrollo de las taupatías; en este sentido, ratones deficientes de la proteína TREM2 (a la que
se le atribuyen funciones antiinflamatorias mediadas por microglía) y que sobreexpresan la
proteína tau humana mostraron una hiperfosforilación y agregación aceleradas y exacerbadas
de esta proteína [Bemiller et al., 2017].
Las líneas con las mutaciones P301S y P301L son frecuentemente utilizadas como modelos
de FTDP-17 y de otras taupatías como la AD. El ratón transgénico tau-P301S del laboratorio
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de Virginia Lee, conocido como PS19, fue el escogido como modelo principal para el trabajo
presentado en esta tesis; se amplía la información sobre él en las secciones 3.1, 4 y 5.
Otro modelo animal generado a partir de mutaciones presentes en enfermos de FTDP-17
es el ratón que sobreexpresa la proteína tau humana con la deleción ∆K280, una mutación
que in vitro promueve fuertemente la agregación de tau, además de aumentar la proporción
de isoformas 3R sobre las 4R al afectar al splicing del exón 10, y que en pacientes humanos
también deja abundantes agregados de tau y una mayor cantidad de isoformas 3R, tanto
en fracciones insolubles como solubles y a nivel de transcritos de mRNA [Swieten et al.,
2007]. En un modelo murino inducible de esta deleción se observaron NFT a edades avan-
zadas (más de 24 meses), pero los animales desarrollan una extensa patología previa con
tan solo tres meses de expresión del transgén, incluyendo la ubicación aberrante de tau en
el compartimento somatodendrítico y cambios conformacionales indicativos de agregación e
hiperfosforilación [Eckermann et al., 2007].
En la AD también se generan fragmentos de la proteína tau cuya toxicidad se ha compro-
bado en experimentos in vitro. Con esta idea se diseñó un modelo transgénico que expresa
una forma truncada de tau humana, que carece de los últimos 20 aminoácidos del extre-
mo C-terminal, producida por acción de caspasas; este modelo muestra un rápido deterioro
cognitivo asociado a la formación de oligómeros de tau [Kim et al., 2016].
Con objeto de estudiar la propagación de le enfermedad a través de un mecanismo priónico
se generó un ratón transgénico condicional para tau-P301L restringido a aquellas células con
el promotor de la neuropsina activo, que se corresponde con un subconjunto de neuronas
en la corteza entorrinal. En este modelo murino se pudo mostrar una propagación hasta el
hipocampo de la patología asociada a la proteína tau similar a la que tiene lugar en los
enfermos de AD [Calignon et al., 2012].
Dado que una de las características más importantes de tau en la AD es la fosforilación
en epítopos específicos no presentes en situaciones no patogénicas, otro enfoque estratégico
importante es identificar los sitios de fosforilación que están relacionados con la formación de
agregados e identificar las enzimas —quinasas y fosfatasas— y vías responsables. La primera
generación de ratones transgénicos que expresan la quinasa de tau GSK-3β, introducida en
la sección 1.2, se generó utilizando promotores ubicuos o específicos del CNS; sin embargo, en
todos los casos, aunque se pudieron observar ligeros aumentos en los niveles de fosforilación
de tau, no se detectó una sobreexpresión de la enzima [Brownlees et al., 1997]. Esto se debió
probablemente a la existencia de una ventana reducida de concentraciones en las que GSK-3β
puede expresarse, fuera de la cual la falta o el exceso de su actividad resulta letal.
Teniendo en cuenta el estrecho rango de concentraciones de GSK-3β que permite la via-
bilidad celular, se creó un modelo con la expresión de esta enzima ajustable por medio de un
sistema condicional regulado por tetraciclina bajo el control del promotor de la CaMKIIα;
esta construcción permitía, por tanto, realizar estudios de reversibilidad, y restringía la ex-
presión condicional a un conjunto particular de neuronas corticales y del hipocampo [Lucas
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et al., 2001]. En este caso se logró la sobreexpresión de la quinasa, que condujo a la hiperfos-
forilación de tau y mostró cómo esta fosforilación disminuye su afinidad por los microtúbulos.
A pesar de la ausencia de agregados de la proteína tau, pudieron observarse en este
ratón deficiencias de comportamiento relacionadas con la AD mediante la aplicación de la
prueba del laberinto acuático de Morris [Hernández, Borrell et al., 2002]. A continuación, se
comprobó que el apagado de la sobreexpresión de GSK-3β a su vez conduce a una actividad
normal de esta enzima, niveles normales de P-tau, disminución de la muerte neuronal y la
supresión de los déficits cognitivos.
Para estudiar más a fondo el papel de esta enzima, se cruzó el ratón de sobreexpresión
condicional de GSK-3β con un ratón modelo de taupatía denominado VLW; el ratón VLW
incorpora las siguientes mutaciones de FTDP-17: G272V, P301L y R406W [Lim et al., 2001].
El modelo resultante, GSK-3β/VLW, muestra hiperfosforilación de tau en las neuronas de
la región de CA1 del hipocampo; es en esta área donde se superponen los patrones de
expresión de los transgenes. Al contrario que en los modelos individuales, GSK-3β y VLW,
en este modelo híbrido se hallaron filamentos de tau con una estructura similar a los PHF;
estos agregados resultaron positivos para la tinción con tioflavina-S, al igual que los NFT
propios de la AD. Todos estos datos sugieren que existe una contribución sinérgica de ambos
tipos de modificaciones de tau, mutaciones e hiperfosforilación, para inducir una agregación
aberrante de esta proteína [Engel, Lucas et al., 2006].
El modelo GSK-3β/VLW se empleó también para estudiar los posibles efectos del litio,
un inhibidor de la GSK-3β utilizado para tratar diferentes trastornos mentales con efectos
bien documentados en humanos. Se abordaron dos cuestiones: primero, si el tratamiento
crónico con litio puede prevenir la formación de agregados de tau aberrantes; y segundo, si
el litio puede revertir los NFT ya formados para lograr su eliminación en animales de edad
avanzada. Los resultados indicaron que este tratamiento es capaz de prevenir el desarrollo
de la patología cuando se inicia de forma temprana en la progresión de la enfermedad; si la
administración de litio comenzaba en etapas tardías, la hiperfosforilación de tau se reducía,
pero no se consiguió revertir su agregación [Engel, Goñi-Oliver et al., 2006].
Todos los datos que hemos comentado, descritos en distintos modelos de sobreexpresión
de GSK-3β, respaldan el potencial de los inhibidores de esta quinasa en el tratamiento
de la AD y otras taupatías [Engel, Hernández et al., 2006] (para una revisión, ver [Avila
y Hernández, 2007]).
1.5 Proteína tau y neurogénesis adulta
El proceso de generación de neuronas nuevas en humanos y ratones adultos tiene lugar,
en condiciones fisiológicas, principalmente en dos áreas del cerebro: la zona subventricular,
en los ventrículos laterales, y la zona subgranular (SGZ, subgranular zone), en la región del
hipocampo conocida como giro dentado (DG, dentate gyrus).
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En el presente trabajo nos centraremos en la SGZ cuando tratemos la neurogénesis adulta;
la zona subgranular hipocampal fue el emplazamiento en el que se observó por primera vez
la existencia de este proceso en humanos adultos: en 1998, el equipo liderado por Fred Gage
logró identificar en esta región células progenitoras en muestras obtenidas post mortem de
pacientes de cáncer a los que se habían inyectado análogos de timidina para evaluar la
actividad proliferativa de sus tumores [Eriksson et al., 1998].
La SGZ es el estrato de la capa de células granulares (GCL, granule-cell layer) más
próximo a la región del hilus del giro dentado hipocampal. Las células madre que existen en
esta localización, denominadas precursoras de tipo 1, de tipo glía radial (por su similitud a
la glía radial del desarrollo embrionario), o células B (por su semejanza a los progenitores así
denominados en la zona subventricular), constituyen el reservorio de células progenitoras de
la SGZ; se pueden considerar un subconjunto del tipo celular astrocítico, y se caracterizan
por la expresión de los marcadores GFAP, nestina, BLBP y SOX2, entre otros (para una
revisión, ver [Doetsch y Hen, 2005]). Estas precursoras permanecen en grupos de dos a cuatro
células en los llamados nichos neurogénicos, estructurados por los procesos astrocíticos y
microvasculatura especializada [Seri et al., 2004].
Las precursoras de tipo 1 no se caracterizan por una elevada tasa proliferativa en condi-
ciones fisiológicas normales [Hüttmann et al., 2003], pero sí pueden dividirse asimétricamente
dando lugar a la siguiente subpoblación de progenitoras, denominadas de tipo 2 [Filippov et
al., 2003]. Las progenitoras de tipo 2, junto a las de tipo 3 derivadas de estas, son células con
mayor proliferación que las de tipo 1, por lo que se denominan progenitoras de amplificación
transitoria; la división mitótica, en este caso, es simétrica. Para identificar estas etapas se
pueden emplear marcadores de proliferación celular como Ki-67 o fosfo-histona H3 (PH3);
también, a partir de cierto punto, estos neuroblastos todavía con capacidad proliferativa
comienzan a expresar marcadores como la doblecortina (DCX), que permanecerá durante la
siguiente fase de migración y extensión de dendritas.
Al salir de la etapa proliferativa, las células progenitoras se transforman en neuronas
posmitóticas inmaduras que, en su proceso de maduración, pasarán por las fases de migración,
establecimiento de contactos dendríticos y axonales, e integración sináptica. En estas etapas,
además de la DCX (que dejará de expresarse en algún punto durante el proceso de contacto
de las neuritas), comenzarán a expresar marcadores característicos de neuronas maduras
como NeuN, además de otros que, al igual que la doblecortina, se apagarán antes de finalizar
el proceso madurativo, como es el caso de la calretinina (Calr).
Finalmente, las nuevas neuronas se integrarán en la red de neuronas granulares del giro
dentado, recibiendo las aferencias de las vías perforantes procedentes de la corteza entorrinal
a través de sus dendritas proyectadas a la capa molecular, y conectando sus axones a las
neuronas de CA3 mediante las denominadas fibras musgosas (mossy fibres) del hilus. Se
establecerán primero las sinapsis de tipo gabaérgico lento, a continuación las glutamatérgicas
y, por último, las gabaérgicas rápidas; de este modo, el desarrollo de las neuronas en la
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neurogénesis adulta recapitula ordenadamente los eventos que experimenta el hipocampo
durante su desarrollo embrionario [Espósito et al., 2005].
La activación sináptica glutamatérgica no se produce hasta dos o tres semanas tras la fase
proliferativa, y es simultánea a la aparición de espinas en sus dendritas, dado que estas son
los principales sitios postsinápticos de las neuronas granulares en los que recibir aferencias
glutamatérgicas [C. Zhao et al., 2006]; en esta etapa final las neuronas ya maduras dejarán
de expresar el marcador calretinina y comenzarán a expresar la calbindina (Calb), que conti-
nuará indefinidamente a lo largo de su vida junto a otros marcadores como el ya mencionado
NeuN. Entre cuatro y seis semanas después del comienzo de su proceso neurogénico, estas
neuronas quedarán integradas completamente en el circuito sináptico hipocampal [Jones et
al., 2003]. En la figura 1–3 se esquematiza el proceso completo de neurogénesis adulta, con
sus etapas y algunos de los marcadores característicos de cada fase (para una revisión, ver
[Kempermann, Jessberger et al., 2004]).
El proceso de polarización neuronal que ocurre durante la neurogénesis adulta también
es similar al que se da en el desarrollo embrionario, que ha sido estudiado principalmente
con neuronas hipocampales embrionarias de roedores in vitro [Dotti, Sullivan et al., 1988].
La polaridad neuronal se logra principalmente gracias a un citoesqueleto polarizado y una
distribución polarizada de las moléculas asociadas a este, siendo tau, como hemos visto,
una de las proteínas características del axón. Precisamente esta proteína es una de las pocas
axonales que nos permitirán marcar las nuevas neuronas, ya que la mayoría de los marcadores
están localizados en el compartimento somatodendrítico o en el núcleo celular; tau comienza
su expresión en las etapas iniciales de maduración posmitótica, de manera más o menos
simultánea al marcador NeuN, y permanece durante el resto de la vida de la neurona.
La extensión de los procesos neuríticos requiere una red de microtúbulos dinámicos. A
esto contribuye la expresión de la isoforma 3R de tau, como ya se ha mencionado en apar-
tados anteriores; al igual que en el caso del desarrollo embrionario, esta variedad también
es la mayoritaria en las neuronas durante el proceso de neurogénesis adulta, expresándose a
partir de cierto momento en la fase DCX+ y permitiendo visualizar sus axones de manera
específica [Bullmann et al., 2007] [Llorens-Martin, Teixeira et al., 2012]. El aumento de la fos-
forilación, que también induce una reducción en la afinidad por los microtúbulos como hemos
visto en estados patológicos, está presente fisiológicamente en estas nuevas neuronas [X. P.
Hong et al., 2010], algo que, de nuevo, muestra un paralelismo con la fosforilación observada
en neuronas corticales durante el desarrollo embrionario [Brion, Octave et al., 1994].
Para determinar el papel de la proteína tau en la neurogénesis adulta se ha analizado
este proceso en varios estudios empleando ratones KO para dicha proteína. En uno de los ca-
sos, la neurogénesis adulta hipocampal se encontraba considerablemente disminuida en este
modelo murino [X. P. Hong et al., 2010]; otro equipo no halló cambios en la tasa de produc-
ción neurogénica en condiciones basales, aunque determinó, por un lado, que el modelo KO
mostraba alteraciones en la maduración morfológica y funcional de las nuevas neuronas, y,
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por otro lado, que también existía una insensibilidad a la modulación de la neurogénesis por
estímulos tanto potenciadores (enriquecimiento ambiental) como inhibidores (estrés agudo)
de este proceso [Pallas-Bazarra et al., 2016]. Estos resultados sugieren un papel importante
de la proteína tau en la regulación de la integración de estas neuronas en el circuito sináp-
tico preexistente y en la modulación del proceso de neurogénesis adulta frente a estímulos
modificadores.










Figura 1–3: Etapas y marcadores en la neurogénesis hipocampal adulta. Representación esquemática
de las etapas del desarrollo de las nuevas neuronas a través de la capa de células granulares del giro dentado
del hipocampo, comenzando desde las precursoras de tipo 1 (células de tipo glía radial) y células proge-
nitoras de tipos 2 y 3 en la zona subgranular, y finalizando en las etapas posmitóticas hasta la obtención
de neuronas maduras e integradas en la red sináptica hipocampal. Se incluyen algunos de los marcadores
característicos de las distintas fases, con sus rangos aproximados de expresión temporal coloreados en azul
(etapas proliferativas), verde (intermedias de diferenciación y migración) o rojo (maduración e integración
sináptica de los neuroblastos): GFAP, BLBP, SOX2, fosfo-histona H3 (PH3), doblecortina (DCX), NeuN,
tau, calretinina (Calr) y calbindina (Calb).
Las relación entre las alteraciones en la neurogénesis adulta y las enfermedades neu-
rodegenerativas u otras patologías neurológicas no está clara a la luz de una bibliografía
contradictoria en muchos casos, tanto en pacientes humanos como en modelo animales.
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En algunos estudios se ha observado una disminución drástica en pacientes de AD, frente
a un mantenimiento del proceso neurogénico en adultos sanos hasta edades muy avanza-
das [Moreno-Jiménez et al., 2019] (aunque otras publicaciones previas en personas sanas
describieron una disminución de la neurogénesis adulta hasta alcanzar niveles indetectables
a partir de la pubertad [Sorrells et al., 2018]); sin embargo, otros trabajos encuentran preci-
samente la situación opuesta, con un incremento de DCX y de otros marcadores y factores
asociados a neuronas en etapas proliferativas en la SGZ de enfermos de Alzheimer, argu-
mentando una posible función de reemplazo de las pérdidas a causa de la patología [Jin,
Peel et al., 2004]. Por otro lado, se han descrito también aumentos en la neurogénesis adulta
en pacientes de la enfermedad de Huntington [Curtis et al., 2003], así como tras accidentes
isquémicos, tanto en modelo animales como en humanos [Jin, X. Wang et al., 2006].
Se han reportado reducciones en este proceso en modelos murinos triples transgénicos
3×Tg-AD, directamente correlacionadas con la presencia de placas de Aβ en el hipocam-
po [Rodríguez et al., 2008]; así mismo, la neurogénesis también se encontró disminuida en
un modelo de ratón con el transgén de tau humana en un KO para la proteína endóge-
na [Komuro et al., 2015]. Además, algunos datos muestran que, en el modelo VLW triple
mutante de FTDP-17, se produce una atrofia de la lámina ventral del giro dentado hipocam-
pal, aparentemente a causa de una reducción en la proliferación de precursores neuronales
en la neurogénesis adulta [Llorens-Martin, Hernandez et al., 2011].
En otros modelos animales no se han encontrado diferencias significativas en la neuro-
génesis, ni a nivel de proliferación ni en supervivencia neuronal; es el caso, por ejemplo, del
ratón tau-P301L [Boekhoorn et al., 2006]. Finalmente, otros modelos murinos de AD han
mostrado una amplificación de este proceso [Jin, Galvan et al., 2004].
1.6 Fosfatasa alcalina no específica de tejido
La familia PP de fosfatasas con acción sobre la proteína tau descritas en la sección 1.2,
como la mayoría de las que se han investigado en este ámbito, presentan actividad exclusi-
vamente intracelular. Teniendo en cuenta la importancia creciente otorgada al papel de la
proteína tau liberada al medio extracelular, y a la influencia que hemos visto de su estado de
fosforilación en los procesos involucrados, resulta de gran relevancia el análisis de las enzimas
de acción extracelular.
La exoenzima fosfatasa alcalina no específica de tejido (TNAP, tissue-nonspecific alkaline
phosphatase) es una una proteína codificada por el gen ALPL en humanos y por Akp2 en
ratones [Weiss et al., 1988]; pertenece a la familia de fosfatasas alcalinas (AP), con número
EC 3.1.3.1. En los seres humanos, la familia AP está compuesta por la TNAP, presente
en todos los tejidos —aunque especialmente abundante en hígado, hueso y riñón—, y por
isoenzimas placentarias, de células germinales e intestinales, siendo estas últimas codificadas
por los genes ALPP, ALPP2 y ALPI respectivamente [Millán, 2006].
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La función de la TNAP se ha estudiado fundamentalmente en pacientes afectados por
hipofosfatasia, una patología metabólica causada por mutaciones en el gen ALPL. La en-
fermedad presenta una acumulación de pirofosfato que actúa como inhibidor de la minera-
lización en huesos y dientes; otro efecto es una alteración en el metabolismo de la vitamina
B6, que tiene como consecuencias, en los casos más graves, convulsiones epilépticas. Re-
cientemente también se ha implicado a la TNAP en el metabolismo del ATP extracelular,
en la producción de adenosina, y en la desfosforilación de las toxinas bacterianas conocidas
como lipopolisacáridos, desempeñando por tanto una función importante en la inflamación;
el papel de la TNAP en el mantenimiento de la relación ATP/adenosina es también rele-
vante para la señalización purinérgica, pudiendo estos mecanismos regular el crecimiento
axonal [Miras-Portugal et al., 2017].
Finalmente, la capacidad de la TNAP para desfosforilar proteínas de la matriz extrace-
lular ha llevado a la proposición de que esta enzima puede desempeñar un papel en la AD y
en otras taupatías; de hecho, se ha descrito en enfermos de Alzheimer un aumento de la ac-
tividad enzimática de la TNAP, además de una correlación inversa entre esta y las funciones
cognitivas [Vardy et al., 2012]. Tras evidenciarse que dicha enzima puede desfosforilar tau
en el medio extracelular [Diaz-Hernandez et al., 2015], y que esta proteína desfosforilada se
comporta como un agonista de los receptores muscarínicos M1 y M3, pudiendo desencadenar
la muerte de la neurona receptora [Díaz-Hernández et al., 2010], este ciclo neurotóxico cobra
un gran interés en el contexto de las taupatías.
Para estudiar las funciones de la TNAP se han utilizado principalmente ratones KO hete-
rocigotos para su gen murino, es decir, con la mitad de carga proteica —haploinsuficientes—
para esta enzima (Akp2 +/−); esta elección es debida a que los KO homocigotos mueren a
los pocos días del nacimiento [J. Liu et al., 2014]. No obstante, los ratones Akp2 −/− son
un buen modelo de la forma más grave de hipofosfatasia; estos animales manifiestan, entre
otros, problemas de crecimiento, mineralización anormal de los huesos, apnea, y problemas
neurológicos graves entre los que se encuentran los ataques epilépticos; se da también un
desarrollo aberrante de las raíces nerviosas lumbares, sugiriendo que el sistema nervioso au-
tónomo también está comprometido. Estas manifestaciones en el sistema nervioso podrían
ser una consecuencia de la falta de TNAP durante el desarrollo del tubo neural entre las
etapas E8.5 y E13.5 de la embriogénesis [Narisawa et al., 1997].
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El modelo murino de taupatía PS19, que sobreexpresa bajo el promotor de Prnp la
proteína tau humana con la mutación P301S de la FTDP-17, es uno de los modelos animales
más utilizados en el campo de la enfermedad de Alzheimer y de otras taupatías; esto es
debido a que presenta las principales marcas histopatológicas asociadas a la disfunción de la
proteína tau en estas demencias, así como una evolución espacio-temporal de la aparición de
los agregados de esta proteína, y de los daños asociados a estos, con ciertas semejanzas con
la que tiene lugar en el cerebro de los pacientes de AD.
Sin embargo, algunos aspectos importantes del impacto que la sobreexpresión de dicha
proteína tiene sobre el ratón son desconocidos; destacamos tres fundamentales: efecto sobre
la neurogénesis adulta hipocampal, daños en el sistema nervioso periférico, y progresión de
la patología asociada a tau a través de un mecanismo priónico.
Con estos antecedentes, los objetivos planteados para la presente tesis son:
1. Análisis de la neurogénesis adulta hipocampal en este modelo animal, incluyendo la expre-
sión del transgén en las nuevas neuronas generadas, la tasa de producción neurogénica, y
la morfología dendrítica de las nuevas neuronas una vez integradas en el circuito sináptico.
2. Análisis de los efectos neurodegenerativos sobre el sistema nervioso central (hipocampo)
y el sistema nervioso periférico (nervio ciático), incluyendo sobreexpresión e hiperfosfo-
rilación de tau, gliosis, atrofia, degeneración axonal, muerte celular, y alteraciones en
pruebas comportamentales y en la supervivencia.
3. Estudio del efecto que la fosfatasa extracelular TNAP tiene en la progresión de la tau-
patía, cruzando el modelo tau-P301S con un ratón haploinsuficiente para esta enzima y
realizando los principales análisis anteriores en los grupos de genotipos resultantes.
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3.1 Animales
El principal modelo murino que se ha empleado para la realización de esta tesis es el
B6;C3-Tg(Prnp-MAPT*P301S)PS19Vle/J [Yoshiyama et al., 2007]; fue donado por Virginia
M. Lee a The Jackson Laboratory, donde está disponible con número de stock 008169 [The
Jackson Laboratory, 2019]. Esta línea PS19 incluye en hemicigosis la isoforma 1N4R (con un
inserto N-terminal y cuatro dominios de unión a microtúbulos) del transgén de tau humano
con la mutación P301S; el promotor es el del gen de la proteína priónica murina (Prnp). El
fondo genético, B6C3F1, es híbrido de primera generación entre la línea C57BL/6 y la C3H;
en nuestro laboratorio fue homogeneizado a C57BL/6J (generación F15 a la finalización de
esta tesis), cruzando machos transgénicos hemicigotos con hembras C57. En todos los grupos
experimentales se emplearon los hermanos de camada para los controles silvestres (WT), y
se mantuvieron proporciones de sexos equilibradas. Nos referiremos a los ratones con este
transgén como «P301S».
Los animales fueron mantenidos en el animalario del Centro de Biología Molecular Severo
Ochoa, CBMSO (UAM-CSIC; Madrid, España), con 5-6 animales por jaula, y con comida y
agua disponibles ad libitum; en la sala se efectúa un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas,
con una temperatura de 22 ± 1 °C. Todos los procedimientos efectuados sobre los animales
fueron aprobados por la Comisión de Bioética del CBMSO; se siguieron las directrices del
Convenio ETS 123 del Consejo de Europa, recientemente revisado según se indica en la
Directiva 86/609/EEC.
Adicionalmente, en colaboración con el laboratorio del Prof. Miguel Díaz Hernández de
la Universidad Complutense de Madrid (UCM), se emplearon animales haploinsuficientes de
la TNAP. Dicha línea, también con fondo genético C57BL/6J, es knockout (KO) de una de
las copias del gen que codifica esta fosfatasa en ratones: Akp2 +/−; el modelo KO de Akp2
fue cedido amablemente por el Prof. José Luis Millán, del Instituto de Investigación Médica
Sanford Burnham (La Jolla, California, EE. UU.) [Narisawa et al., 1997]. Nos referiremos a
los ratones haploinsuficientes de esta proteína como «Akp2».
Esta línea fue cruzada con nuestra línea de ratones P301S para obtener grupos con las
cuatro posibles combinaciones de genotipos: WT, Akp2, P301S y Akp2/P301S. Estos ani-
males fueron mantenidos en las mismas condiciones previamente detalladas en el animalario
de la Facultad de Medicina de la UCM.
3.2 Genotipado por PCR
Para la determinación del genotipo de los ratones en la línea P301S se empleó el proce-
dimiento de la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) [Mullis y Faloona, 1987] sobre
puntas de unos 2-3 mm de las colas de los ratones.
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Inicialmente, el tejido se digirió empleando 150µl de NaOH 50 mM a 100 °C en agitación
durante 1 hora. A continuación, la reacción se neutralizó añadiendo 15µl de Tris-HCl 1 M
(pH 8); el pellet sin digerir se precipitó con una centrifugación a 18 400 g durante 10 minutos.
Se añadieron 2µl del sobrenadante de la digestión de las muestras a la mezcla de reacción
(10µl por pocillo), elaborada con el kit de Promega GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase y la
mezcla de dNTP 100µM de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). La composición de la
mezcla por pocillo es la siguiente: 2,4µl de tampón verde 5×; 0,96µl de MgCl 25 mM;
0,48µl de mezcla de dNTP diluida a 5 mM; 0,3µl de cada uno de los cuatro oligonucleótidos
a 20µM; 0,1µl de polimerasa Taq (5 U/µl); 4,86µl de agua destilada Milli-Q.
Los cuatro oligonucléotidos empleados como cebadores amplifican una región del transgén
(para identificar a los ratones hemicigotos P301S), de unos 450 bp, y otra región de un
gen murino, de unos 200 bp, que actúa como control positivo. Los oligonucleótidos fueron
encargados a Sigma-Aldrich (Merck) a partir de las secuencias ofrecidas por The Jackson
Laboratory. En la tabla 3–1 se detallan las secuencias de dichos oligonucleótidos, además
de presentarse una figura representativa de las bandas de las regiones amplificadas en la
electroforesis final.
El protocolo de PCR, adaptado del proporcionado por The Jackson Laboratory, consistió
en 2 bloques de amplificación tras un tiempo inicial de 3 minutos a 94 °C. El primer bloque
constó de 11 ciclos (94 °C, 15 s)-(72 °C, 25 s). El segundo bloque, de 29 ciclos (94 °C, 15 s)-
(65 °C, 15 s)-(72 °C, 10 s). Finalmente, un tiempo de 10 segundos a 72 °C, y espera a 4 °C.
Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1 % con SYBR Safe de Invitrogen
(Thermo Fisher Scientific) para la visualización del DNA. El marcador de peso molecular












Tabla 3–1: Oligonucléotidos y PCR para el genotipado. A la izquierda, las secuencias sentido (S) y
antisentido (A) de los oligonucléotidos empleados como cebadores en la PCR para el genotipado de la
línea P301S; se amplifican dos fragmentos: transgén (Tg) y banda control (C). A la derecha, resultado de
la PCR con las bandas correspondientes en un ratón P301S y un ratón WT, frente a un marcador de peso
molecular (M); los fragmentos amplificados tienen un tamaño aproximado de 450 bp (Tg) y 200 bp (C).
3.3 Inyección estereotáxica de retrovirus
Para el estudio de la morfología dendrítica en la neurogénesis adulta se empleó un re-
trovirus —solo infecta a células en división— PSD95:GFP, codificando para la fusión de las
proteínas PSD95 (proteína 95 de la densidad postsináptica) y GFP (proteína fluorescente
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verde); fue cedido amablemente por el Prof. Carlos Lois, del Caltech (Pasadena, California,
EE. UU.) [Kelsch et al., 2008].
Se utilizó el marcado de la proteína GFP mediado por un anticuerpo primario y uno
secundario fluorescente (Alexa 555, en el canal rojo), combinado con la propia autofluores-
cencia de dicha proteína (en el canal verde); esta última señal es especialmente intensa en las
espinas dendríticas, dado que el lugar de reclutamiento de la proteína PSD95 es la densidad
postsináptica. De este modo, el árbol dendrítico se puede estudiar en el canal rojo, y, la
morfología de las espinas dendríticas, en el verde de manera simultánea.
La producción de los virus fue realizada mediante la transfección en placas P100 de
células 293T con 5µg del plásmido a empaquetar, empleando los reactivos Lipofectamine
y Lipofectamine Plus (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). A las 24 horas se cambió el
medio, añadiendo 5 ml de medio fresco (DMEM 10 %). Tras 24 horas, se filtró el medio con
un tamaño de poro de 0,45µm; a continuación, las partículas víricas fueron concentradas
mediante centrifugación a 85 200 g durante 2 horas a 4 °C. Finalmente, se resuspendió el
pellet en tampón fosfato salino (PBS) 1× y se tituló. Los retrovirus producidos mediante
este protocolo tuvieron un título de 106-107 PFU/ml; fueron conservados congelados a −80 °C
hasta su uso.
Para la inoculación, los animales se mantuvieron anestesiados mediante un flujo continuo
de oxígeno de 1 l/min con isoflurano al 2-3 %. Tras su fijación en la montura estereotáxica
(Stoelting) con el cráneo horizontal, se procedió a abrir la piel de la cabeza con un bisturí
estéril; mediante un bastoncillo humedecido en H2O2 al 5 % se desinfectó la superficie del
cráneo y se facilitó la visualización del punto bregma. Gracias a una aguja de punta roma,
se realizó la perforación sobre el punto de inyección en ambos hemisferios. La inoculación
se realizó mediante una micropipeta de vidrio de 1,65/1,1 mm de diámetro externo/interno,
fabricada con la ayuda de un puller (World Precision Instruments); la micropipeta se conectó
a una jeringuilla Hamilton mediante un sistema de tubos de polietileno de 1,09/0,38 mm de
diámetro externo/interno (Stoelting). Se procedió al descenso de la punta de la micropipeta
hasta el punto de inoculación en el DG de cada hemisferio; las coordenadas con respecto
a bregma fueron (mm): −2 (anteroposterior); −1,4 (mediolateral); −2,2 (dorsoventral). Se
inyectó un volumen de retrovirus de 2µl en cada hemisferio, con un flujo de 0,2µl/min
mantenido gracias a una bomba de inyección de precisión (Stoelting).
Tras la inoculación, la micropipeta se mantuvo en posición durante 2 minutos para evitar
el reflujo; a continuación, se procedió a su retirada lentamente durante 3 minutos. Tras
finalizar ambas inoculaciones, la piel se suturó con grapas Reflex (Stoelting) de 7 mm; los
animales se mantuvieron aislados durante 15 minutos tras la retirada de la anestesia.
Los animales fueron inoculados con 8 semanas de edad; es necesaria una edad temprana
para que la neurogénesis elevada garantice un número suficiente de células infectadas para los
análisis estadísticos. Estos ratones fueron sacrificados transcurridas otras 8 semanas, tiempo
requerido para que las nuevas neuronas se integren en los circuitos hipocampales.
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3.4 Pruebas de comportamiento
3.4.1 Rotarod
La prueba del rotarod fue realizada con un grupo de ratones a las edades de 8; 8,5 y
9 meses. El aparato (Ugo Basile) consiste en una barra giratoria, a velocidad constante o
en aceleración, sobre la que se coloca a los ratones en carriles individuales; se evalúa la
coordinación motora y la función locomotora midiendo el tiempo que logre permanecer el
ratón caminando sobre la barra. Se comienza con un período de entrenamiento de 2 días:
el primer día, 4 rpm durante 1 min, 4 repeticiones; el segundo día, 4-8 rpm durante 2 min,
4 repeticiones. En el tercer día, el rotarod acelera de 4 a 40 rpm durante 5 min, también con
4 repeticiones; se mide la latencia media hasta la caída. En las repeticiones de la prueba
sobre los mismos ratones solo se requiere el segundo día de entrenamiento antes del día de
la prueba cronometrada.
3.4.2 Campo abierto y preferencia de nueva posición
Las pruebas de campo abierto (OF, open field) y preferencia de nueva posición (NLP,
novel-location preference) se realizaron sobre un grupo de ratones de 9,5 meses de edad. El
aparato consiste en una caja de metacrilato transparente con base cuadrada de 45 × 45 cm;
los ratones tienen una sesión diaria de 10 minutos a lo largo de tres días consecutivos con la
siguiente configuración:
• Día 1: caja vacía; prueba de OF.
• Día 2: dos piezas de ajedrez iguales se colocan simétricamente en el centro de la caja.
• Día 3: una de las piezas es movida a una posición más periférica, mientras la otra
permanece en su localización original.
La prueba de OF nos permite evaluar en los ratones dos grupos de conductas relacionados.
El primero, el relativo a la actividad motora y exploratoria; se calculan la distancia total
recorrida y la velocidad media durante la sesión. El segundo involucra los niveles de ansiedad:
se mide el número de entradas a la zona central, indicador inversamente proporcional al
estado ansioso del animal (la periferia les ofrece mayor protección). Las medidas obtenidas a
partir de la evaluación de la actividad motora y los niveles de ansiedad están estrechamente
relacionadas con la función hipocampal [Snyder et al., 2009].
La prueba de NLP valora la capacidad de distinguir dos contextos muy similares, ge-
nerando un patrón de actividad neuronal distinto para cada uno (pattern separation); esta
facultad ha sido relacionada con la neurogénesis adulta que tiene lugar en el hipocampo [Deng
et al., 2010] [Sahay et al., 2011] [Aimone et al., 2011]. Se evalúa la capacidad de reconocer el
cambio de posición de la pieza de ajedrez a través del índice de reconocimiento: porcentaje
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de exploraciones (aproximaciones con el hocico) del objeto movido con respecto al total de
exploraciones de las dos piezas. Adicionalmente, también hemos cuantificado el número total
de exploraciones sobre ambas piezas en el día 3.
3.4.3 Laberinto acuático de Morris
El laberinto acuático de Morris (MWM, Morris water maze) se realizó sobre un grupo
de ratones de 5,5 meses de edad. La prueba consiste en una piscina de 150 cm de diámetro y
unos 60 cm de profundidad, llena hasta la mitad con agua opaca gracias a dióxido de titanio
en suspensión; se establecen cuatro cuadrantes con pistas visuales —figuras geométricas— en
las paredes de la piscina, a la vista de los ratones durante la prueba. En uno de los cuadrantes
se coloca una plataforma —con una superficie de 10 × 10 cm— sumergida lo suficiente como
para que sea invisible pero el ratón haga pie al pasar por ella; como el agua se mantiene a
unos 21 °C, resulta un estímulo desagradable y el ratón nadará hasta encontrar la plataforma.
Se establecen 5 días consecutivos de entrenamiento, y un día de prueba final (llamada prueba
de la sonda) a continuación:
• En los días de entrenamiento, se realizan cuatro rondas en las que se libera al ratón en
cada uno de los cuadrantes (el orden del cuadrante de liberación que sigue el grupo es
aleatorio cada día); cada ejercicio, cronometrado, finaliza cuando el ratón encuentra la
plataforma, o al cumplirse un máximo de 1 minuto nadando (en este caso, se guía al
ratón hasta la plataforma). Se deja que el ratón permanezca unos 10 s en la plataforma
antes de sacarlo y secarlo con una toalla. Se calcula la latencia media diaria en encon-
trar la plataforma, evaluando de este modo la progresión del aprendizaje espacial del
cuadrante donde está localizada de acuerdo a las pistas visuales proporcionadas (pero
independientemente de la posición de partida del animal).
• El día de la prueba de la sonda, se quita la plataforma y se estudia el comportamiento
del ratón durante 1 minuto en una única ronda, sacándolo del agua y secándolo a
continuación. Se calcula el porcentaje medio de tiempo que permanece nadando en el
cuadrante donde estaba la plataforma, evaluando de este modo la memoria espacial.
La prueba del MWM está ampliamente reconocida como un buen indicador de la nave-
gación espacial y memoria de referencia dependientes del hipocampo [Morris, 1983] [Vorhees
y Williams, 2006].
3.5 Sacrificio y preparación inicial de muestras
Los animales fueron anestesiados mediante una inyección intraperitoneal de pentobarbi-
tal sódico (Dolethal, Vetoquinol), 60 mg/kg de peso del ratón; a continuación, se los per-
fundió intracardíacamente con 50 ml de salino al 0,9 %; adicionalmente para aquellos grupos
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destinados únicamente a inmunofluorescencia (IF) o inmunohistoquímica (IH), se perfun-
dió a continuación con 50 ml de una solución fijadora de paraformaldehído (PFA; Electron
Microscopy Science) al 4 % en tampón fosfato (PB) 0,1 N.
Tras perfundir al animal, se procedió a extraer el cerebro y separar ambos hemisferios
con una cuchilla. En aquellos casos en los que se requirió su análisis, el nervio ciático fue
retirado tras exponerlo sosteniendo ambas patas traseras con una mano y tirando de la cola
en la dirección opuesta, siguiendo el procedimiento descrito en la bibliografía [Bala et al.,
2014].
Los hemisferios destinados a técnicas bioquímicas como western blot (WB) o proteómica
fueron diseccionados y, junto con los nervios ciáticos con ese mismo destino, congelados
inmediatamente en nitrógeno líquido y conservados a −80 °C hasta su uso.
Los hemisferios y nervios ciáticos destinados a IF o IH se dejaron sumergidos en PFA al
4 % en PB 0,1 N, a 4 °C durante 24 h.
Los hemisferios y nervios ciáticos destinados a microscopía electrónica se dejaron su-
mergidos en una solución fijadora de glutaraldehído al 2 % y PFA al 4 % en PB 0,1 N, a
temperatura ambiente durante 2 h.
3.6 Western blot
Tanto los hipocampos como los nervios ciáticos fueron homogeneizados en hielo en un
tampón de composición HEPES 20 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, NaF 50 mM, EDTA 5 mM,
Triton X-100 1 %, más una mezcla de inhibidores de fosfatasas (ortovanadato 5 mM, glice-
rofosfato 0,1 M, pirofosfato 10 mM y ácido okadaico 1µM) y una mezcla de inhibidores de
proteasas COMPLETE (Roche).
A continuación, se determinó la concentración proteica del sobrenadante tras centrifuga-
ción a 10 000 g mediante el método de Bradford [M. M. Bradford, 1976].
Dichos extractos proteicos se hirvieron durante 5 minutos en tampón de carga de elec-
troforesis, siendo sometidos a continuación a una electroforesis estándar SDS-PAGE en geles
de poliacrilamida al 10 % (carga de 15µg de proteína total por carril), junto a un mar-
cador de peso molecular BenchMark Pre-Stained Protein Ladder de Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific). Posteriormente, fueron electrotransferidos a una membrana de nitrocelu-
losa (Schleicher & Schuell BioScience) utilizando el sistema Mini-PROTEAN de Bio-Rad
(150 mA durante 45 minutos) [Bio-Rad, 2019]. Para comprobar el resultado de la transferen-
cia, la membrana se tiñó con rojo Ponceau.
Tras un bloqueo con leche en polvo desnatada al 5 % en PBS-Tween 20 (0,1 %) durante
45 minutos, la membrana se incubó con los anticuerpos primarios diluidos en solución de
bloqueo, a 4 °C durante 24 h (para más información sobre los anticuerpos, ver la sección 3.12).
Al día siguiente, tras tres lavados con PBS-Tween 20, se aplicó el anticuerpo secundario
durante 45 minutos; a continuación, se realizaron cuatro lavados finales con PBS-Tween 20,
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y se reveló mediante Western Lightning Plus-ECL (PerkinElmer) sobre películas Agfa Curix
RP2-Plus. Finalmente, las películas fueron escaneadas a 16 bits en un densitómetro Bio-Rad
GS-900.
3.7 Proteómica
Los hipocampos fueron homogeneizados y sometidos a LC-MS/MS (cromatografía líquida
con espectrometrías de masas en tándem) por el Servicio de Proteómica del CBMSO. La base
de datos empleada para la identificación de los péptidos fue UniProt.
3.8 Técnicas histológicas
En el caso de las técnicas histológicas ópticas (IF e IH), tanto los hemisferios cerebrales
como los nervios ciáticos se incluyeron en agarosa al 4 % y sacarosa al 10 % en PB 0,1 N.
Las secciones, con un grosor de 50µm, se obtuvieron en un vibratomo Leica VT1000S del
Servicio de Microscopía Óptica y Confocal del CBMSO; se realizaron cortes sagitales en el
caso de los cerebros, y tanto transversales como longitudinales para los nervios ciáticos. Las
muestras se conservaron a −20 °C en una solución crioprotectora compuesta por etilenglicol
al 30 % y glicerol al 26 % en tampón fosfato 0,1 N.
En el caso de la microscopía electrónica, tanto los hemisferios cerebrales como los nervios
ciáticos fueron procesados por el Servicio de Microscopía Electrónica del CBMSO. Fueron
fijados nuevamente con tetróxido de osmio al 1 % en agua, a 4 °C durante 1 h; a continuación,
fueron deshidratados con etanol y embebidos en resina epoxi TAAB 812. Se obtuvieron
secciones ultrafinas de 80 nm con un ultramicrotomo Leica Ultracut E; los cortes fueron
montados sobre rejillas de cobre recubiertas con carbono.
3.8.1 Inmunofluorescencia
Las secciones fueron sometidas a un proceso de inmunomarcado en flotación (ver los
detalles sobre los anticuerpos y marcadores utilizados en la sección 3.12).
Después de tres lavados con PB 0,1 N, los cortes fueron incubados a 4 °C durante 72 h
con los anticuerpos primarios en la solución de bloqueo (BSA al 1 % y Triton X-100 al 1 %
en PB 0,1 N).
A continuación, se realizaron cinco lavados con la solución de bloqueo, dejando las sec-
ciones incubando con los anticuerpos secundarios en la misma solución, a 4 °C durante 24 h.
Finalmente, se realizaron tres lavados con PB 0,1 N, marcado con DAPI (diluido también
en PB 0,1 N) durante 10 minutos, otros tres lavados con PB 0,1 N, y montaje final empleando
FluorSave (Calbiochem, Merck Millipore).
Las imágenes fueron obtenidas en las instalaciones del Servicio de Microscopía Óptica y
Confocal del CBMSO. Para las cuantificaciones a partir de fotografías, y para la toma de
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las imágenes representativas, se empleó un microscopio de barrido láser confocal y multifo-
tón LSM710 acoplado a un microscopio invertido AxioObserver (Zeiss). Las cuantificaciones
directas se realizaron a través del objetivo 40× de un microscopio de fluorescencia vertical
Axioskop 2 Plus (Zeiss).
3.8.2 Inmunohistoquímica
Para los distintos anticuerpos (ver los detalles en la sección 3.12), las secciones fueron
sometidas en flotación a un proceso de inmunoprecipitación de 3,3′-diaminobencidina (DAB);
se empleó el kit VECTASTAIN Elite ABC (Vector Laboratories), siguiendo el protocolo
marcado por el fabricante [Vector Labs, 2019].
Tras tres lavados con PB 0,1 N, se procedió a la inactivación de la peroxidasa endógena
durante 40 minutos con una solución de H2O2 al 3 % en metanol.
Después de cinco lavados con solución de bloqueo (BSA al 1 % y Triton X-100 al 1 % en
PB 0,1 N), los cortes se incubaron 24 h a 4 °C con los anticuerpos primarios en dicha solución.
Al día siguiente se realizaron, con la misma solución de bloqueo, los siguientes pasos: cinco
lavados; incubación con el anticuerpo biotinilado del kit durante dos horas; cinco lavados;
incubación con el complejo avidina-biotina-peroxidasa del kit durante una hora.
Tras tres lavados con PB 0,1 N, se procedió al revelado con una pastilla de DAB y una
de urea de SIGMAFAST (Sigma-Aldrich, Merck), preparadas en 10 ml del mismo tampón
y filtradas con un tamaño de poro de 0,22µm (Merck Millipore). El revelado se detuvo con
agua destilada a los 10 minutos, montando finalmente empleando FluorSave (Calbiochem,
Merck Millipore).
Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio de luz transmitida Olympus BX41 con
una cámara CCD Olympus ColorView IIIu acoplada, cedidos amablemente por el Prof. José
Javier Lucas. Las cuantificaciones directas fueron realizadas en este mismo microscopio a
través del objetivo 40×.
3.8.3 Microscopía electrónica
Los cortes montados sobre las rejillas fueron teñidos con acetato de uranilo y citrato
de plomo. Se empleó un microscopio electrónico JEOL JEM 1010 (a 80 kV) del Servicio de
Microscopía Electrónica del CBMSO; las imágenes fueron capturadas con una cámara CMOS
TemCam F416 (TVIPS).
3.9 Cuantificaciones histológicas
Todos los recuentos celulares se realizaron directamente a través del microscopio en el
grosor completo de las secciones (50µm). Para aquellos localizados en la SGZ o la formación
hipocampal se cubrió el total de dichas estructuras en cada corte examinado. Para el análisis
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de células positivas para el anticuerpo AT8 contra tau hiperfosforilado en CA1 se recorrió la
longitud total abarcada por esta región en el campo de visión con la configuración establecida
para el microscopio (350µm); se calculó el volumen muestreado a partir de este valor, el
grosor del corte y la altura medida de CA1 en cada sección. Los cálculos de la superficie de
la SGZ para la neurogénesis adulta se realizaron a partir del perímetro de esta región y el
grosor del corte.
Para los análisis del porcentaje de área cubierta en el caso de los estudios de astrogliosis
(anticuerpo contra GFAP) y microgliosis (anticuerpo contra Iba1) se calculó la media en cada
ratón a partir de fotografías de tres campos con el objetivo 40× en sendos cortes. La forma
de obtener el porcentaje de área ocupada en cada imagen fue la siguiente: resta de la señal
de fondo en escala de grises (8 bits); establecimiento del umbral de señal a considerar, común
a todo el análisis, de tal forma que se contorneen las células en foco sin tener en cuenta las
del fondo no enfocado; y medición de la fracción de área ocupada según este protocolo. Para
el cálculo del porcentaje de ratones con microglía activada, a partir de las mismas imágenes
que en la cuantificación de área ocupada por células positivas para Iba1, se consideró que un
ratón era positivo para microglía con morfología reactiva —ameboide o en bastón— si esta
era mayoritaria en alguno de los tres campos fotografiados.
Los cálculos del volumen completo de la GCL hipocampal se realizaron a partir de las
áreas medidas en series completas de cortes sagitales cubriendo todo el eje mediolateral del
cerebro, separados 400µm (8 cortes) entre ellos; el total de secciones por cada serie obtenida
de esta manera fue de 8-10.
El estudio de la morfología dendrítica mediante retrovirus se llevó a cabo sobre una serie
completa (con las características mencionadas previamente) de cada hemisferio, recopilan-
do el total de neuronas por genotipo. Para realizar un muestreo preciso que permitiese la
reconstrucción de todo el árbol dendrítico, se efectuaron fotografías con el objetivo 40× y
un apilado (stacking) de planos en Z con una separación entre estos de 0,5µm; las imágenes
representativas mostradas son proyecciones en Z de dichos planos.
En el caso del análisis por microscopía electrónica, todas las cuantificaciones presentadas
se obtuvieron a partir de tres campos fotografiados a 800× (escogidos aleatoriamente de un
total de cinco) por animal: se seleccionaron todos los axones mielinizados en corte transversal
que aparecieran lo suficientemente completos; los porcentajes de axones degenerados fueron
obtenidos directamente a partir de esta primera criba. Para la distribución de axones según el
calibre y para el cálculo del diámetro interior medio, se filtraron solo las fibras no degeneradas
y, de estas, se escogió aleatoriamente un conjunto de 15 axones por campo para realizar el
resto de mediciones.
El resto de cuantificaciones sobre secciones histológicas, incluyendo el estudio de expresión
del transgén en la neurogénesis adulta, se realizó sobre un mínimo de 3 y un máximo de
6 cortes para establecer la media de cada animal; se emplearon siempre secciones equivalentes
con coordenadas intermedias en el eje mediolateral.
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3.10 Análisis estadístico
En todos los casos se asumió la distribución normal de los datos, que fue verificada
posteriormente a través de las pruebas de D’Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk y Kolmogorov-
Smirnov (según el tamaño de las muestras).
En las comparaciones de los valores medios de dos grupos se empleó la prueba paramétrica
t de Student, con datos no apareados y valor p de dos colas; cuando la comparación implicaba
más de dos grupos, se aplicó la prueba de análisis de la varianza (ANOVA), que fue en todos
los casos de una vía y datos no apareados. Para verificar la igualdad de varianzas, se utilizó
la prueba F para la t de Student, y las pruebas de Brown-Forsythe y de Bartlett para el
ANOVA. Las comparaciones post hoc dos a dos en el ANOVA se realizaron bien con respecto
al grupo control WT, bien en otras combinaciones, mostrando los valores p corregidos para
la multiplicidad mediante la prueba de Dunnett o la de Tukey, respectivamente.
Para el análisis de Sholl se realizó una prueba t de Student independiente en cada punto
de suma parcial de intersecciones. De modo equivalente se procedió en las tres pruebas de
rotarod, con sendos ANOVA independientes, corregidos para la multiplicidad interna a cada
análisis tal y como ya se ha descrito.
Para la comparación de las curvas de aprendizaje en la prueba del laberinto acuático
de Morris, se optó por emplear el área bajo la curva (entre las curvas de aprendizaje y el
eje de abscisas) por considerarla la variable unidimensional que mejor resume el aprendizaje
global de cada ratón a lo largo de los cinco días de entrenamiento. Las áreas medias de
cada genotipo se compararon a continuación mediante una prueba t de Student siguiendo
las directrices especificadas previamente en este apartado.
Para el análisis de supervivencia se llevó a cabo una comparación Kaplan-Meier de las
curvas de supervivencia (prueba de Mantel-Cox o logrank).
Para el análisis de variables dependientes cualitativas dicotómicas, como son la clasifica-
ción de las neuronas en forma de «V» o en «Y», de los ratones con o sin microglía activada,
y de los axones degenerados o normales, se aplicó la prueba exacta de Fisher (equivalente
a la prueba χ2 de Pearson, pero más robusta para muestras pequeñas) a las tablas de con-
tingencia elaboradas con estos datos; en el caso de variables dependientes de más de dos
categorías, como la clasificación de los calibres axonales en cuatro rangos de diámetro in-
terior, fue utilizada la prueba de independencia χ2 de Pearson. Para aquellos análisis entre
más de dos grupos, se muestran los valores p corregidos para la multiplicidad mediante el
método de Bonferroni. En los diagramas de variables dependientes cualitativas donde sea
interesante su representación, los intervalos de confianza, calculados mediante el método de
Wilson/Brown, se trazan por encima y por debajo de la barra que representa la proporción,
dado que son asimétricos.
En cada resultado estadístico en esta tesis se reflejan las diferencias significativas que
existan con respecto al grupo WT con el correspondiente símbolo (según la significación)
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sobre cada grupo comparado con dicho control; para comparaciones entre otras parejas, o
cuando se precise mayor claridad, estas se muestran con llaves entre los grupos implicados.
El resto de detalles estadísticos no comentados aquí, como las relativos a los análisis de
regresión lineal, están ya íntimamente relacionados con los datos que se manejan en cada
caso, y son descritos en sus correspondientes resultados. En los pies de cada figura se detallan
el tamaño de las muestras (n), la naturaleza de los datos representados, y la leyenda para
los niveles de significación que correspondan.
3.11 Software
Las imágenes de microscopía confocal se tomaron a través del software ZEN (Zeiss); las
imágenes de microscopía de luz transmitida, a través del programa cellSens Entry (Olympus);
las de microscopía electrónica, con el software EMMENU (Tietz). Todas las imágenes fueron
analizadas y cuantificadas mediante ImageJ/Fiji [Schindelin et al., 2012]; para el estudio de
la morfología dendrítica se emplearon las herramientas para ImageJ Sholl Analysis [Ferreira
et al., 2014] y NeuronJ [Meijering et al., 2004]. Para algunos de los análisis de las pruebas de
comportamiento de OF-NLP se utilizó el programa ANY-maze (Stoelting) sobre los vídeos
grabados.
Para el análisis inicial de los datos se empleó Microsoft Excel; el análisis estadístico y las
gráficas resultantes se obtuvieron mediante el software GraphPad Prism. Para los dibujos
vectoriales se empleó Microsoft PowerPoint con la librería SMART [Servier, 2019]. El editado
y el montaje de las figuras se realizaron a través de Adobe Photoshop y Adobe Illustrator.
Esta memoria fue escrita en lenguaje LATEX con hyperref : en el PDF los enlaces son
interactivos, tanto los internos (índice, referencias bibliográficas, secciones y tablas/figuras)
como los hiperenlaces (URL y DOI).
3.12 Reactivos comunes y anticuerpos
Todos los reactivos comunes que se utilizaron, si no se indica lo contrario, proceden de
las casas comerciales Sigma-Aldrich (Merck) y Boehringer Mannheim (Roche).
En la tabla 3–2 aparecen detallados todos los anticuerpos primarios empleados en los
experimentos de IF, IH y WB. Veamos a continuación el resto de anticuerpos y marcadores
utilizados, junto a sus respectivas diluciones:
• IF: anticuerpos secundarios producidos en burro, conjugados con fluoróforos Alexa 488,
555 y 647: 1/2000 (Thermo Fisher Scientific); DAPI: 1/5000 (Merck Millipore).
• IH: anticuerpos secundarios producidos en caballo, biotinilados, incluidos dentro de los
kits VECTASTAIN Elite ABC: 1/250 (Vector Laboratories) [Vector Labs, 2019].
• WB: anticuerpos secundarios producidos en cabra, conjugados con HRP (horseradish
peroxidase, peroxidasa de rábano): 1/2000 (Dako).
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Nombre Proteína/epítopo Animal Fabricante (n.o cat.) Dilución
Anti-BLBP BLBP Conejo p. Abcam (ab32423) 1/400 (IF)
Anti-C-Casp-3 Casp-3 cortada (Asp175) Conejo p. Cell Signaling (9661) 1/100 (IH)
Anti-Calb Calb D-28k Conejo p. Swant (CB38) 1/1000 (IF)
Anti-Calr Calr Conejo p. Swant (7697) 1/200 (IF/IH)
Anti-DCX DCX (C-terminal) Cabra p. Santa Cruz (sc-8066) 1/500 (IF/IH)
Anti-GAPDH GAPDH Ratón m. Abcam (ab8245) 1/5000 (WB)
Anti-GFAP GFAP Conejo p. Promega (G5601) 1/1000 (IH)
Anti-GFP GFP Conejo p. Thermo Fisher (A-11122) 1/1000 (IF)
Anti-Iba1 Iba1 Conejo p. Wako (019-19741) 1/500 (IH)
Anti-PH3 PH3 (Ser10) Conejo p. Merck Millipore (06-570) 1/250 (IF)
Anti-tau AT8 P-tau (Ser202/Thr205) Ratón m. Thermo Fisher (MN1020) 1/100 (IF/IH)
1/100 (WB)
Anti-tau HT7 Tau (humano) Ratón m. Thermo Fisher (MN1000) 1/200 (IF/IH)
1/1000 (WB)
Anti-tau TAU-5 Tau Ratón m. Merck Millipore (577801) 1/1000 (WB)
Tabla 3–2: Anticuerpos primarios empleados. Se detallan las proteínas o epítopos reconocidos, el
animal en el que fueron producidos —y si son monoclonales (m.) o policlonales (p.)—, además de las




4.1 Expresión del transgén en el ratón P301S
De acuerdo a la caracterización inicial del ratón P301S que realizó el grupo responsable
de su generación [Yoshiyama et al., 2007], y una amplia bibliografía acumulada en los años
posteriores, este modelo transgénico sobreexpresa en el sistema nervioso central el transgén
de la proteína tau humana P301S (aproximadamente 5 veces la cantidad de tau endógena),
que además se encuentra hiperfosforilada.
La expresión de Prnp, bajo cuyo promotor se expresa tau-P301S, ha sido descrita en
distintos órganos y tejidos, siendo especialmente alta en CNS y PNS [Bendheim et al., 1992]
[Wulf et al., 2017]. Con respecto a los tipos celulares del sistema nervioso que expresan esta
proteína, los resultados son contradictorios y controvertidos; algunas publicaciones sostienen
que la expresión es fundamentalmente neuronal, con niveles indetectables en glía [Ford et
al., 2002] [Moya et al., 2005] [Steele et al., 2006], mientras otras sí describen la expresión
de Prnp en células gliales [Moser et al., 1995], y específicamente en glía mielinizante del
CNS [Mironov et al., 2003] o del PNS [B. M. Bradford et al., 2009].
Con la literatura mencionada, y teniendo en cuenta la parálisis y la atrofia muscular
(principalmente en las patas traseras) propias de este modelo [Scattoni et al., 2010] [Xu
et al., 2014], nos propusimos comprobar la expresión y fosforilación de tau-P301S tanto en
el CNS (centrando nuestro estudio en el hipocampo) como en el PNS (nervio ciático) de
nuestros animales. El fondo genético en nuestro caso, al contrario que el híbrido B6C3F1 del
original de Lee, puede considerarse C57BL/6J puro por los cruzamientos sucesivos desde el
establecimiento de la colonia en nuestro animalario. Con respecto a la expresión del transgén
durante la neurogénesis adulta, nuestros resultados pueden consultarse en la sección 4.4.1.
Finalmente, se realizó un estudio de proteómica de los péptidos de tau presentes en el CNS
(hipocampo), con el objetivo principal de comprobar si la proteína transgénica se encuentra
fosforilada en el aminoácido mutado, la serina 301, dato que no aparece en la bibliografía.
4.1.1 El ratón P301S sobreexpresa la proteína tau-P301S, que se encuentra
hiperfosforilada, en el sistema nervioso central
En la figura 4–1 se presentan las IF representativas del hipocampo de un ratón P301S y un
control de 10 meses de edad, con anticuerpos contra tau humana (HT7) y tau hiperfosforilada
(AT8). En la figura 4–2 se muestran las cuantificaciones de este último anticuerpo y de tau
total (TAU-5, que marca tanto la proteína murina endógena como la humana transgénica)
por WB, acompañadas de sus geles representativos.
En estas pruebas bioquímicas comprobamos que, efectivamente, la proteína tau total se
encuentra aumentada en el genotipo P301S con una diferencia estadísticamente significativa
(*: p < 0,05); de igual modo, el nivel de tau fosforilada en la serina 202 y la treonina 205
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(anticuerpo AT8) también se encuentra incrementado —relativizado a la cantidad total de
tau en cada caso— con la misma diferencia estadística.
En el caso de las IF, el marcado con el anticuerpo contra tau humana es inexistente
en los ratones WT, y generalizado en el caso de los P301S. Para el anticuerpo contra tau
hiperfosforilada, la señal también es prácticamente inexistente en los ratones WT, frente a
un marcado considerable en los P301S de neuronas en la capa de células granulares del DG,
el subículo, así como algunas neuronas en CA1 incluyendo sus arborizaciones dendríticas
con un marcado muy intenso. Debemos destacar que, en todos los ratones P301S analizados,
las fibras musgosas —eferencias de las neuronas de la GCL— se marcaron de manera muy
notable mediante anticuerpos contra tau, muy especialmente con AT8. Tras una revisión de
la literatura en ratones P301S, localizamos hallazgos similares con varios anticuerpos contra
tau: AC312 (acetilado) y MC1 (conformación aberrante previa a la formación de ovillos) [Min,
Chen et al., 2015], y de nuevo con AT8 [Shi et al., 2017]; no se mencionan posibles mecanismos
que expliquen este marcado, tan solo que puede ser parte de la evolución histopatológica (en
concreto, apareciendo en una fase temprana de la enfermedad en este modelo).
En la sección 4.5 se amplía el estudio histológico de la fosforilación de tau en el ratón




Figura 4–1: Sobreexpresión e hiperfosforilación de tau humana en el hipocampo dorsal del ratón
P301S (IF). Inmunofluorescencias con los anticuerpos contra la proteína tau humana (HT7) y contra tau
hiperfosforilada (AT8). La señal de HT7 es generalizada en el ratón P301S; AT8 marca abundantemente
en estos ratones las neuronas de la capa de células granulares del giro dentado y del subículo, algunas
neuronas piramidales de CA1, y las fibras musgosas de manera especialmente intensa. En los ratones WT


















































Figura 4–2: Sobreexpresión e hiperfosforilación de tau humana en el hipocampo dorsal del ratón
P301S (WB). Western blot con los anticuerpos contra tau total (TAU-5) y tau hiperfosforilada (AT8),
con GAPDH como control de carga; se muestra un gel representativo con dos ratones de cada genotipo. Se
cuantificó la expresión de tau y su fracción hiperfosforilada (relativizando a la cantidad total), hallándose
los ratones transgénicos con niveles significativamente aumentados en ambos casos. La cuantificación se
ha realizado con n (ratones) = 5 WT y 7 P301S; edad: 7 meses; los datos representados son los valores
medios con el SEM. *: p < 0,05.
4.1.2 No se observó fosforilación en el aminoácido mutado Ser301 en la proteína
tau-P301S expresada en el sistema nervioso central del ratón P301S
Del estudio de proteómica sobre extractos de hipocampo de ratones P301S de 7,5 meses de
edad se identificaron dos péptidos distintos de la misma proteína tau con la mutación P301S.
En total, fueron localizados cuatro sitios de fosforilación bien descritos en la literatura sobre
esta proteína: Thr181, Ser202, Thr231 y Ser404; dichas fosforilaciones pueden ser detectadas
específicamente mediante los anticuerpos AT270, AT8, AT180 y PHF1, respectivamente.
Uno de nuestros objetivos era comprobar el estado de fosforilación de la Ser301 introdu-
cida en este modelo. Los análisis no localizaron en ningún caso dicha fosforilación.
4.1.3 El ratón P301S sobreexpresa la proteína tau-P301S, que se encuentra
hiperfosforilada, en el sistema nervioso periférico
En la figura 4–3 se reflejan imágenes representativas por inmunohistoquímica del marcado
con el anticuerpo contra la proteína tau humana (HT7) en cortes transversales y longitudi-
nales del nervio ciático de ratones de 11 meses de edad.
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También se muestra en esta figura un western blot representativo empleando los anti-
cuerpos contra tau total (TAU-5) y tau hiperfosforilada (AT8).
Con respecto a la inmunohistoquímica, en los ratones P301S se halló un marcado intenso
de tau humana en los axones del nervio ciático, pero no en las vainas de mielina formadas
por las células de Schwann; en los ratones control, tal y como se esperaba, no apareció señal
con este anticuerpo.
A nivel bioquímico, se reprodujo el patrón observado en el sistema nervioso central: la
proteína tau se encuentra sobreexpresada e hiperfosforilada en el nervio ciático de los ratones
transgénicos con respecto a los ratones control.
En cuanto a la isoforma endógena exclusiva del PNS denominada big tau, de unos 110 kDa
de peso molecular, no se apreciaron diferencias significativas entre controles y transgénicos
en el western blot.
En la sección 4.5.7 se realiza un estudio ultraestructural detallado del nervio ciático del














Figura 4–3: Sobreexpresión e hiperfosforilación de tau humana en el nervio ciático del ratón
P301S. Inmunohistoquímica (IH) con el anticuerpo contra la proteína tau humana (HT7) en secciones
transversales y longitudinales. Western blot (WB) con los anticuerpos contra tau total (TAU-5) y tau
hiperfosforilada (AT8), con GAPDH como control de carga. Se aprecia la sobreexpresión de tau humana
en el ratón P301S, tanto en la IH (en el axón —punto rojo—, pero no en la vaina de mielina —estrella
verde—) como en el WB (isoforma de alrededor de 52 kDa); en este último se observa también su estado
de hiperfosforilación; la isoforma endógena de unos 110 kDa de peso molecular, específica del sistema
nervioso periférico y conocida como big tau, es similar en WT y P301S. Edad: 11 meses. Barras de escala:
10µm.
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4.2 Neurodegeneración en el ratón P301S
En numerosas publicaciones desde la generación de la línea transgénica tau-P301S por
el laboratorio de Virginia M. Lee se destaca la neurodegeneración que este modelo murino
presenta a nivel del CNS: atrofia hipocampal, hiperfosforilación de tau, microgliosis y astro-
gliosis [Yoshiyama et al., 2007] [Iba et al., 2013] [Min, Chen et al., 2015] [Shi et al., 2017].
Tal y como se ha mencionado en la sección anterior, tras estas manifestaciones histológicas
centrales, en el último tramo de la enfermedad los ratones desarrollan parálisis acompañada
de temblores y atrofia muscular [Scattoni et al., 2010] [Xu et al., 2014].
Con estos antecedentes, nos propusimos unas comprobaciones iniciales de parámetros
relacionados con esta neurodegeneración, tanto histológicos como a nivel de fenotipo motor
y supervivencia, en nuestro modelo de fondo genético C57BL/6J. En la sección 4.5 se amplía
el análisis en el ratón P301S y su combinación con el modelo Akp2; en vista de la expresión
del transgén que hemos detectado en nervio ciático y los síntomas motores una vez debutado
el fenotipo terminal, se examinan tanto a nivel del CNS como del PNS.
4.2.1 El ratón P301S presenta un fenotipo motor de parálisis y atrofia con una
supervivencia reducida
En la figura 4–4 se presentan imágenes representativas de la atrofia y caquexia que sufren
los ratones P301S en las etapas avanzadas de parálisis tras el debut del fenotipo motor a partir
de los 9 meses de edad. Se realizó un análisis de las curvas de supervivencia Kaplan-Meier
de los ratones transgénicos y los WT a partir de todos los ratones de nuestra línea sobre los
que no se efectuaron procedimientos experimentales; la supervivencia de los ratones P301S
está reducida con respecto a los controles con diferencias estadísticamente muy significativas
(****: p < 0,0001).
En los ratones transgénicos se observó una gran variabilidad en el momento del debut del
fenotipo motor; no obstante, una vez empezado este, el avance era rápido y similar en todos
ellos en duración. Antes de los 8 meses de edad no se registró ningún caso, siendo las muertes
producidas hasta este punto repentinas y con el ratón en aparente buen estado de salud en
los días previos. A partir de esta edad (de los 9 meses en la mayoría de los casos) comenzaron
los síntomas motores, siendo evidentes habitualmente entre los 10 y los 14 meses; será por
tanto en este rango donde situaremos los grupos experimentales para fases avanzadas de la
neurodegeneración. La mediana de supervivencia de los ratones P301S fue de 11,7 meses.
El curso del fenotipo comienza con una parálisis ligera de las extremidades inferiores, con
retraimiento de estas y temblores al elevar al ratón por la cola. Continúa con una parálisis más
acusada y encogimiento general, mostrando la joroba característica y un estado caquéxico; los
temblores son generalizados al desplazarse, con gran dificultad para las elevaciones verticales.
Finalmente, la parálisis es tan grave que el ratón es incapaz de desplazarse ni alimentarse
por sí mismo, muriendo en pocos días por inanición.
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Figura 4–4: Fenotipo motor y supervivencia reducida en el ratón P301S. Imágenes representativas
de un ratón WT de 12 meses y uno P301S de la misma edad en una etapa avanzada de parálisis y atrofia
muscular (principalmente de las patas traseras); las curvas de supervivencia Kaplan-Meier de los dos
genotipos presentan una diferencia con gran significación estadística, siendo la mediana de la supervivencia
de los transgénicos de 11,7 meses (el experimento no se prolongó hasta la de los ratones control). La
cuantificación se ha realizado con n (ratones) = 259 WT y 139 P301S; ****: p < 0,0001.
4.2.2 El ratón P301S presenta atrofia hipocampal a los 11 meses de edad, pero esta
no se observó con 2,5 meses
En la figura 4–5 se presentan imágenes representativas de fluorescencia (DAPI) de la
GCL del giro dentado en el hipocampo dorsal de ratones P301S y controles de 11 meses de
edad. Así mismo, se muestran las cuantificaciones del volumen completo de la GCL dorsal
realizadas a esta edad y en ratones jóvenes de 2,5 meses.
Coincidiendo con lo descrito en la bibliografía, los ratones mayores mostraron una atrofia
hipocampal; la cuantificación de la GCL, no descrita previamente, arrojó diferencias esta-
dísticamente muy significativas con respecto a los WT de la misma edad (****: p < 0,0001).
En los animales jóvenes de 2,5 meses no se observó esta atrofia degenerativa.
4.2.3 El ratón P301S presenta muerte celular aumentada en el hipocampo
En la figura 4–6 se presentan imágenes representativas de IH del hipocampo dorsal de
ratones P301S y controles de 9 meses de edad. Se muestran también las cuantificaciones
del número de células positivas para caspasa-3 truncada (indicador del proceso de apoptosis
celular) en la formación hipocampal completa.
Como era de esperar tras observar la atrofia en esta misma estructura, la muerte celular
se encuentra aumentada en los ratones transgénicos mayores con respecto a los controles de

























































Figura 4–5: El giro dentado del hipocampo dorsal está atrofiado en los ratones P301S de 11 meses,
pero no con 2,5 meses de edad. El volumen de la capa de células granulares (GCL) ha sido cuantificado
con n (ratones) = 10 WT y 9 P301S para 2,5 meses, y n = 12 WT y 10 P301S para 11 meses; los datos
representados son los valores medios con el SEM; las imágenes DAPI (fondo invertido) muestran la GCL
de los animales de 11 meses a lo largo del eje mediolateral. Barras de escala: 200µm; ****: p < 0,0001.
4.3 Pruebas comportamentales en el ratón P301S
Dentro de la literatura de los modelos murinos que incorporan tau humano con la muta-
ción P301S, el fenotipo comportamental con más consenso es el de hiperactividad motora y
respuesta ansiosa reducida; este estado precede al debut de los problemas motores y se suele
medir con pruebas como el laberinto en cruz elevado (elevated plus maze) o el campo abierto
(OF, open field) [Scattoni et al., 2010] [Takeuchi et al., 2011] [Xu et al., 2014].
Con respecto a las pruebas de memoria y navegación espacial dependientes de hipocampo,
las más utilizadas son el laberinto acuático de Morris (MWM, Morris water maze) y el
laberinto circular de Barnes (Barnes circular maze). Los resultados en la bibliografía no
muestran un déficit significativo de los tau-P301S de manera unánime; de las principales
publicaciones revisadas, mencionamos tres a continuación.
En el estudio comportamental del equipo de Michael Goedert con su ratón tau-P301S,
de fondo genético C57BL/6J al igual que nuestro modelo pero con diferente promotor del
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transgén (ver la sección 1.4), no se encontraron diferencias significativas en la ejecución de
las tareas espaciales en la prueba del MWM entre los ratones transgénicos y los WT (ni en
la fase de entrenamiento ni en la prueba de la sonda) [Scattoni et al., 2010]; en esta misma
prueba sí resultaron significativas de nuevo las diferencias en parámetros relacionados con
su hiperactividad, como son la velocidad media y el recorrido total en la natación.
En otra publicación con el ratón de Goedert, los ratones presentaron algunas diferencias
significativas en las curvas de aprendizaje de los días de entrenamiento del MWM (mayor
latencia media para encontrar la plataforma en los dos últimos días), pero no en la prueba
de la sonda para la evaluación del aprendizaje adquirido (preferencia por el cuadrante de la




























Figura 4–6: El hipocampo dorsal presenta una muerte celular aumentada en el ratón P301S.
Imágenes representativas (flechas apuntando a las células positivas) y cuantificación inmunohistoquímica
del número de células positivas en la formación hipocampal empleando el anticuerpo contra caspasa-3
proteolizada (activa), C-Casp-3. La cuantificación se ha realizado con n (ratones) = 5 WT y 5 P301S;
edad: 9 meses; los datos representados son los valores medios con el SEM. Barras de escala: 100µm;
*: p < 0,05.
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Finalmente, en el estudio comportamental del grupo de Virginia Lee se evaluaron es-
tas habilidades con dos pruebas distintas sobre el ratón P301S con dos fondos genéticos
diferentes [Takeuchi et al., 2011]:
• MWM con fondo genético híbrido B6C3F1: se encontraron diferencias significativas
tanto en el entrenamiento (latencias medias mayores para los transgénicos) como en la
prueba de la sonda. No obstante, los ratones P301S aprendieron la tarea (tal y como
refleja su curva de aprendizaje de latencias decrecientes) y presentaron, en la prueba
de la sonda, una preferencia en tiempo por el cuadrante de la plataforma por encima
del 35 % (frente al 25 % puramente aleatorio cuando no se logra el aprendizaje).
• Laberinto circular de Barnes con fondo genético C57BL/6J: no se encontraron diferen-
cias significativas durante la fase de entrenamiento en ningún parámetro (distancias,
latencias, errores), ni tampoco en la prueba de la sonda, donde tanto transgénicos co-
mo controles habían aprendido la localización del agujero de escape. Este es el mismo
modelo murino que el utilizado por nosotros en todos los experimentos de esta tesis.
Con estos datos previos nos propusimos una caracterización comportamental de nuestro
modelo P301S. Se corroborará, por un lado, su comportamiento hiperactivo con ansiedad
disminuida aplicando la prueba de OF; por otro lado, analizaremos los posibles déficits
de memoria y navegación espacial dependientes de hipocampo, para lo que realizaremos el
ya mencionado MWM; finalmente, aplicaremos la prueba de preferencia de nueva posición
(NLP, Novel-location preference), que se ejecuta en combinación con la de OF y permite
evaluar la capacidad de distinguir entre contextos similares, habilidad íntimamente ligada a
las puestas en juego en el MWM y relacionada con la neurogénesis adulta hipocampal (ver
la sección 3.4).
En la sección 4.5.8 se amplía el análisis de comportamiento con las pruebas motoras de
rotarod en edades crecientes del ratón P301S y su combinación con el modelo Akp2.
4.3.1 El ratón P301S presenta un comportamiento hiperactivo y de baja ansiedad en
la prueba de campo abierto
Replicando los resultados previos publicados que ya hemos comentado, nuestra colonia de
ratones P301S presentó hiperactividad en la prueba de OF en todos los indicadores medidos
—velocidad media y distancia total recorrida—, así como una respuesta ansiosa reducida
con respecto al grupo control —aumento significativo en el número de entradas a la zo-
na central—; todas las diferencias fueron estadísticamente significativas (*: p < 0,05). Los
resultados se pueden consultar en la figura 4–7.
Se seleccionó un grupo de edad avanzada (9,5 meses) para comprobar si estos efectos
se mantienen justo antes de la aparición de la parálisis; ningún ratón presentó problemas










































































Figura 4–7: Comportamiento hiperactivo y respuesta ansiosa disminuida en la prueba de campo
abierto del ratón P301S. Se cuantificaron el número de entradas a la zona central, la distancia total reco-
rrida y la velocidad media durante la prueba; en todos los parámetros los ratones P301S presentan aumentos
significativos con respecto a los controles. La cuantificación se ha realizado con n (ratones) = 11 WT y
10 P301S para el número de entradas al centro, y n = 11 WT y 11 P301S para los otros dos análisis;
edad: 9,5 meses; los datos representados son los valores medios con el SEM. *: p < 0,05.
4.3.2 No se encontraron diferencias significativas en la prueba del laberinto acuático
de Morris del ratón P301S
Ambos grupos aprendieron correctamente la tarea, sin diferencias significativas entre ellos
ni en el entrenamiento ni en la prueba de la sonda. Tal y como se resume en la figura 4–8,
este aprendizaje se refleja en el entrenamiento, donde la latencia de hallazgo de la plataforma
disminuye a lo largo de los días de manera similar en transgénicos y controles, y también en
la prueba de la sonda, donde el porcentaje de tiempo en el cuadrante de la plataforma es
significativamente superior al tiempo en cada uno de los otros tres (36 % para los WT, y 35 %
para los P301S); el nivel del 25 %, esperable en caso de que no se produzca el aprendizaje,
aparece marcado con línea punteada en la gráfica correspondiente.














































Figura 4–8: No se encontraron diferencias significativas en la prueba del laberinto acuático de
Morris en el ratón P301S. Curvas de aprendizaje de los 5 días de entrenamiento (latencia hasta el
hallazgo de la plataforma), y porcentaje de tiempo en el cuadrante de la plataforma en la prueba de la
sonda del sexto día; no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros analizados.
La cuantificación se ha realizado con n (ratones) = 6 WT y 7 P301S para las curvas de aprendizaje, y
n = 7 WT y 7 P301S para la prueba de la sonda; edad: 5,5 meses; los datos representados son los valores
medios con el SEM; la línea discontinua marca el límite del 25 % del tiempo en el cuadrante.
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Dado que el ejercicio de natación es muy demandante físicamente, para evitar interfe-
rencias inducidas por dificultades motoras asociadas al fenotipo de los ratones P301S, se
estimó conveniente la aplicación de esta prueba en una edad más temprana que en el resto
de pruebas; dicha edad se seleccionó de acuerdo a las pruebas del MWM sobre este modelo
consultadas en la bibliografía, y fue fijada en 5,5 meses.
4.3.3 El ratón P301S presenta un comportamiento hiperactivo sin diferencias
significativas en el reconocimiento en la prueba de preferencia de nueva posición
El índice de reconocimiento, que muestra la proporción de exploraciones que dedican los
ratones a la pieza que cambia de posición en el día final de la prueba de NLP, mostró una
separación de patrones correcta, sin diferencias significativas entre el grupo transgénico y el
control (67 % y 68 %, respectivamente). El número total de exploraciones sobre ambas piezas
en este mismo día, que hemos empleado como un indicador adicional del grado de actividad,
evidenció de nuevo diferencias significativas (*: p < 0,05) a favor de una hiperactividad de
los ratones P301S. Los resultados se resumen en la figura 4–9.
Estos datos están en consonancia con el resto de nuestros resultados, mostrados has-
ta ahora en esta misma sección, tanto en lo referente al comportamiento hiperactivo y de
baja ansiedad, como en la ausencia de diferencias significativas en las pruebas de memoria
y localización espacial dependientes de hipocampo. Así mismo, la bibliografía mencionada
anteriormente respalda nuestros análisis, que coinciden en cuanto a las habilidades de navega-
ción y memoria de referencia con los de aquellas publicaciones que no encuentran diferencias
estadísticamente significativas en las pruebas de esta índole; con respecto a los niveles de
actividad en la exploración de objetos, una medida muy similar al colocar un objeto al final

















































Figura 4–9: Comportamiento hiperactivo sin diferencias significativas en el reconocimiento en la
prueba de preferencia de nueva posición del ratón P301S. Se cuantificó el índice de reconocimiento
(porcentaje de exploraciones en la pieza movida), y también el número total de exploraciones en las
dos piezas como medida de la actividad. La cuantificación se ha realizado con n (ratones) = 11 WT y
11 P301S; edad: 9,5 meses; los datos representados son los valores medios con el SEM. *: p < 0,05.
46 4 Resultados
Esta prueba fue realizada sobre los mismos ratones que la de OF, a continuación de
esta; de nuevo, ningún ratón presentó problemas motores durante su ejecución que pudieran
interferir en los parámetros estudiados. Por lo tanto, teniendo en cuenta los dos últimos
resultados descritos, hemos obtenido buenos rendimientos en pruebas de memoria asociada
a la función hipocampal tanto en edades intermedias con el MWM (5,5 meses), como en
edades más avanzadas con la NLP (9,5 meses).
4.4 Neurogénesis adulta en el ratón P301S
Tal y como se ha detallado en la sección 1.5, la literatura acerca de la relación entre
las enfermedades neurodegenerativas y la neurogénesis adulta es contradictoria, existiendo
estudios que la encuentran aumentada y otros en los que aparece reducida, tanto en pacientes
humanos como en modelos animales. En el modelo murino más próximo al nuestro del que
hay publicados datos de neurogénesis adulta, el ratón tau-P301L, no se encontró ninguna
diferencia significativa [Boekhoorn et al., 2006].
Inicialmente, localizaremos la fase en la que comienza a expresarse el transgén tau-P301S
dentro de la neurogénesis adulta en la SGZ del hipocampo dorsal, examinando distintos
marcadores expresados a lo largo de la maduración y diferenciación de los neuroblastos
(para una introducción al respecto, consultar la sección 1.5).
No hemos encontrado en la bibliografía un análisis similar para este transgén; es de
esperar un esquema equivalente al de promotor bajo el que se expresa, el de la proteína
priónica murina (Prnp). La literatura sobre su expresión dentro de la neurogénesis adulta
ubica el inicio de esta tras la diferenciación del neuroblasto [Tremblay et al., 2007]; más
específicamente, la expresión del promotor aumenta en la neurogénesis adulta hipocampal
según progresa la maduración de las nuevas neuronas, llegando a su máxima expresión en
neuronas completamente maduras (NeuN+) [Steele et al., 2006].
Tras este análisis, estudiaremos la posible alteración de la neurogénesis de nuestro modelo
en la misma región. Nos centraremos en dos de los marcadores habitualmente empleados,
pertenecientes a etapas intermedias/finales de este proceso:
• Doblecortina (DCX), una proteína asociada a microtúbulos presente específicamente en
neuronas de nueva generación en la fase de migración y extensión de neuritas [Francis
et al., 1999] [Gleeson et al., 1999].
• Calretinina (Calr), que solapa con DCX y el marcador de neuronas maduras NeuN,
señala en las últimas fases de la neurogénesis adulta la etapa en la que se establecen las
conexiones de la neurona de nueva generación [Kempermann, Jessberger et al., 2004]
[Ming y Song, 2005]. Este marcador también está asociado a interneuronas gabaérgicas
distribuidas por todo el hipocampo [Jacobowitz y Winsky, 1991] [A. I. Gulyás et al.,
1992] [Miettinen et al., 1992]; por ello, nos centraremos en la población Calr+ de la
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SGZ. Esta subpoblación ha sido analizada dentro de la neurogénesis adulta en gran
número de publicaciones, y ha sido determinada como buen indicador para establecer
el estado de esta [Verdaguer et al., 2015].
Finalmente, realizaremos un análisis detallado de las arborizaciones dendríticas de las
nuevas neuronas 8 semanas después del inicio de su maduración, cuando ya se encuentran
completamente integradas en el circuito hipocampal [Jones et al., 2003]; para ello, emplea-
remos el retrovirus PSD95:GFP (ver la sección 3.3 para los detalles del procedimiento).
A este respecto tampoco se han encontrado estudios similares publicados en un modelo
tau-P301S. Tan solo dos análisis de las espinas dendríticas en el ratón de Michael Goedert
(descrito en la sección 1.4): uno, en neuronas piramidales de CA1 [Xu et al., 2014], y, otro,
en neuronas corticales [Hoffmann et al., 2013]; en ambos casos la densidad de las espinas era
significativamente menor en los tau-P301S, pero en neuronas adultas de las citadas regiones
(no provenientes de neurogénesis adulta). Un estudio de la morfología dendrítica en neurogé-
nesis adulta similar al presentado en esta tesis se puede encontrar en una publicación con el
modelo murino VLW de tau con tres mutaciones de la FTDP-17 (consultar la sección 1.4);
en este caso, se hallaron significativamente disminuidas la longitud dendrítica total y la de la
dendrita primaria, así como aumentado el porcentaje de neuronas con más de una dendrita
primaria (denominadas en «V») [Terreros-Roncal et al., 2019].
A continuación presentamos nuestros resultados en el modelo murino P301S con fondo
genético C57BL/6J. La versión ampliada de este análisis, que incluye al modelo Akp2 y su
combinación con el P301S, se puede consultar en la sección 4.5.5.
4.4.1 El ratón P301S presenta una expresión tardía del transgén en la neurogénesis
hipocampal adulta
En la figura 4–10 se resume el estudio, en un ratón de 10 meses de edad, de colocalización
por IF del anticuerpo contra el transgén de tau humana (HT7) y los distintos marcadores
seleccionados para definir la evolución cronológica del proceso experimentado por los neu-
roblastos en la neurogénesis adulta: BLBP, fosfo-histona H3 (PH3), doblecortina (DCX),
calretinina (Calr) y calbindina (Calb).
No se hallaron neuronas HT7+ que fueran positivas para dichos marcadores hasta la
última etapa, en neuronas ya maduras Calb+, donde la colocalización de ambos marcadores
es clara. En esta fase las neuronas granulares ya son maduras y están totalmente integradas en
el circuito sináptico hipocampal, colocalizando con el marcador NeuN (aunque este comienza
antes su expresión); en la sección 1.5 se encuentra una descripción de la evolución cronológica
de todo el proceso.
Podemos concluir, por tanto, que la expresión del transgén en la neurogénesis adulta en
la SGZ del hipocampo dorsal es tardía, coincidiendo este resultado con los existentes en la


















Figura 4–10: Expresión tardía del transgén (marcador anti-tau HT7) durante la neurogénesis
adulta en la zona subgranular del hipocampo dorsal del ratón P301S. El desarrollo de los neuroblastos
es analizado en inmunofluorescencia con los siguientes marcadores (orden cronológico): BLBP, fosfo-
histona H3 (PH3), doblecortina (DCX), calretinina (Calr) y calbindina (Calb); el transgén se expresa
desde la etapa Calb+ (sus flechas apuntan a ejemplos de neuronas doble positivas). Edad: 10 meses.
Barras de escala: 20µm.
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4.4.2 El ratón P301S presenta un aumento de células DCX+ en la neurogénesis
hipocampal adulta
Se cuantificó el número de neuronas positivas para doblecortina en la SGZ del hipocam-
po dorsal a los 9 meses de edad, encontrándose un aumento estadísticamente significativo
(*: p < 0,05) en el modelo P301S. Esto sugiere un aumento de la neurogénesis hipocam-
pal adulta en esta región, al menos hasta la fase de migración y extensión de procesos que
demarca DCX.
En la figura 4–11 se presenta la cuantificación de este resultado, acompañada de dos
imágenes representativas de IH para DCX. En la sección 4.5.5 se amplía el análisis de la


























Figura 4–11: Aumento de células DCX+ en en el hipocampo dorsal del ratón P301S. Imágenes
representativas y cuantificación inmunohistoquímica en la zona subgranular (SGZ) empleando el anticuerpo
contra doblecortina (DCX); n (ratones) = 10 WT y 6 P301S; edad: 9 meses; los datos representados son
los valores medios con el SEM. Barras de escala: 20µm; *: p < 0,05.
4.4.3 El ratón P301S presenta un aumento de células Calr+ en la neurogénesis
hipocampal adulta
Dado el resultado anterior, en el que determinamos un aumento de las neuronas DCX+
en la SGZ del hipocampo dorsal, resultaba muy conveniente ampliar el análisis a la etapa
más tardía posible de diferenciación en la neurogénesis adulta antes de la madurez completa,
pues los marcadores de esta última, como son calbindina o NeuN, se expresan también en el
resto de neuronas granulares del DG que no tienen un origen neurogénico en el adulto. De
este modo, se seleccionó la calretinina como el mejor marcador, pues se trata de uno de los
últimos del proceso, siendo expresado en la fase de contactos sinápticos de las dendritas; en
la figura 4–12 se presentan las cuantificaciones e imágenes representativas de IH.
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Al igual que en el caso de la DCX, se cuantificó el número de neuronas Calr+ en la
zona subgranular del hipocampo dorsal; de nuevo, se encontró un aumento estadísticamente
significativo (*: p < 0,05) en los ratones P301S, que tenían 11 meses de edad. Este dato
reafirma el anterior en apoyo de un aumento de la neurogénesis hipocampal adulta en esta
región; dado que también las nuevas neuronas Calr+ se encuentran aumentadas en número,
otros escenarios, como que haya una detención de la diferenciación en la fase DCX+, resultan



























Figura 4–12: Aumento de células Calr+ en en el hipocampo dorsal del ratón P301S. Imágenes
representativas y cuantificación inmunohistoquímica en la zona subgranular (SGZ) empleando el anticuerpo
contra calretinina (Calr); n (ratones) = 12 WT y 10 P301S; edad: 11 meses; los datos representados son
los valores medios con el SEM. Barras de escala: 20µm; *: p < 0,05.
4.4.4 No se encontraron diferencias significativas en la morfología dendrítica de la
neurogénesis hipocampal adulta del ratón P301S
Siguiendo el procedimiento detallado en la sección 3.3, se realizaron inyecciones estereo-
táxicas del retrovirus PSD95:GFP en el giro dentado de animales de 8 semanas de edad; de
este modo, tras sacrificarlos 8 semanas después, se pudo analizar la morfología de las den-
dritas de aquellos neuroblastos de la SGZ que se encontraban proliferando en el momento
de la inoculación, y ya maduros y totalmente integrados en el momento del sacrificio.
Fueron estudiados los siguientes parámetros del árbol dendrítico de las nuevas neuronas:
• Longitud dendrítica total del árbol.
• Longitud de la dendrita primaria (si hay varias, se considera la media).
• Porcentaje de neuronas con más de una dendrita primaria (árbol típicamente en forma
de «V») frente a la morfología más frecuente en los WT, con una sola (árbol en «Y»).
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• Análisis de Sholl, que mide el grado de arborización de las dendritas al calcular el
número de intersecciones del árbol dendrítico con círculos concéntricos centrados en el
soma y separados 10µm entre sí. Se presentan y cuantifican las sumas parciales del
total de intersecciones cada 50µm.
En ninguno de los parámetro se encontraron diferencias significativas. En la figura 4–13









































































































Figura 4–13: No se encontraron diferencias significativas en la morfología dendrítica de la neu-
rogénesis adulta en la zona subgranular del hipocampo dorsal del ratón P301S. Tras la infección
con el retrovirus PSD95:GFP, se realizó una inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-GFP (imágenes
representativas); no se encontraron diferencias significativas en los distintos parámetros analizados: lon-
gitud dendrítica total, longitud de la dendrita primaria, proporción de neuronas en «V», ni en el análisis
de Sholl (número de intersecciones según la distancia al soma). Las cuantificaciones se han hecho con
n (neuronas) = 10 (long. dendrítica total y análisis de Sholl), 23 (long. dendrita primaria), y 24 (neuronas
«V»); fueron tomadas de 3 ratones WT y 2 P301S, inoculados con 8 semanas de edad y sacrificados
8 semanas más tarde. Los datos representados son los valores medios con el SEM; para los porcentajes,
las proporciones se presentan con barras apiladas. Barras de escala: 20µm.
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4.5 Estudio de los modelos P301S y Akp2
En esta sección expondremos los distintos análisis realizados sobre los cuatro grupos de
genotipos resultantes tras cruzar nuestro modelo P301S con el modelo haploinsuficiente de
la enzima TNAP: WT, Akp2, P301S y Akp2/P301S; todos los estudios se han llevado a cabo
con animales que, en el momento del sacrificio, tenían tenían una edad de 9-10 meses.
Se ampliaron nuestros estudios en el modelo P301S, descritos en los resultados anteriores,
añadiendo además la dimensión del genotipo combinado Akp2/P301S para determinar los
posibles cambios que el déficit de la fosfatasa extracelular pudiera aportar a nuestro modelo
de FTDP-17, de acuerdo a lo establecido en los objetivos de esta tesis (ver la sección 2).
Se abordarán secuencialmente los resultados obtenidos en las siguientes áreas: neurode-
generación en el CNS (sobreexpresión e hiperfosforilación de tau, astrogliosis, microgliosis y
atrofia hipocampal), neurogénesis adulta (cuantificación de células positivas para el marca-
dor doblecortina en la SGZ del giro dentado), neurodegeneración en el PNS (nervio ciático),
y comportamiento (rotarod). Además, se presentan correlaciones de interés entre distintas
variables medidas.
4.5.1 Los genotipos P301S y Akp2/P301S sobreexpresan la proteína tau-P301S, que
se encuentra hiperfosforilada, en el sistema nervioso central
En la figura 4–14 se resumen los resultados relativos a la expresión y estado de hiperfos-
forilación de tau en el hipocampo dorsal de los cuatro grupos.
Se cuantificó, mediante IH, el número de neuronas positivas para el marcador AT8 de tau
hiperfosforilado en la región de CA1; se obtuvieron aumentos estadísticamente significativos
con respecto al grupo WT tanto en el genotipo P301S (*: p < 0,05) como en el Akp2/P301S
(***: p < 0,001), sin diferencias significativas entre estos dos últimos grupos. Se presenta,
además, un WB representativo con este mismo anticuerpo, AT8, y con TAU-5 para marcar
la expresión total de tau; se obtuvo una sobreexpresión e hiperfosforilación de esta proteína,
tanto en el ratón P301S original como en el doble Akp2/P301S, con una señal muy similar
al anterior.
De este modo, los resultados obtenidos por IH y por WB son consistentes con los re-
sultados previos descritos en esta tesis (sección 4.1.1). El ratón Akp2/P301S, a este nivel,
muestra aparentemente las mismas alteraciones que el ratón P301S.
4.5.2 Los genotipos P301S y Akp2/P301S presentan astrogliosis en el sistema
nervioso central
En la figura 4–15 se muestran las imágenes representativas y la cuantificación obtenidas

























































Figura 4–14: Sobreexpresión e hiperfosforilación de tau humana en el hipocampo dorsal de los
genotipos P301S y Akp2/P301S. Imágenes representativas y cuantificación inmunohistoquímica de las
neuronas de CA1 positivas para el anticuerpo contra la proteína tau hiperfosforilada (AT8); Western blot
representativo con dos ratones de cada genotipo empleando los anticuerpos contra tau total (TAU-5) y
tau hiperfosforilada (AT8), con GAPDH como control de carga. Las cuantificaciones se han hecho con
n (ratones) = 10 WT, 7 Akp2, 6 P301S y 9 Akp2/P301S; edad: 9 meses; los datos representados son los
valores medios con el SEM. Barras de escala: 20µm; ***: p < 0,001; *: p < 0,05.
La cuantificación, realizada en este caso a partir del área ocupada por células positivas
para el anticuerpo contra GFAP (astrocitos), arrojó también aumentos estadísticamente
significativos con respecto al control WT tanto en el modelo P301S (*: p < 0,05) como
en el doble Akp2/P301S (***: p < 0,001); entre estos dos últimos grupos, de nuevo, no se
encontraron diferencias significativas.
La morfología de los astrocitos en los genotipos P301S y Akp2/P301S era claramente
reactiva en comparación con los grupos control WT y Akp2, atendiendo a la clasificación
descrita por la bibliografía [Pekny y Pekna, 2014].
4.5.3 Los genotipos P301S y Akp2/P301S presentan microgliosis en el sistema
nervioso central
Al igual que en el caso de la astrogliosis, se encontraron niveles incrementados de micro-







































Figura 4–15: Astrogliosis en el hipocampo dorsal de los genotipos P301S y Akp2/P301S. Imágenes
representativas y cuantificación inmunohistoquímica de los astrocitos del stratum lacunosum moleculare
con el anticuerpo contra GFAP (conejo); n (ratones) = 10 WT, 7 Akp2, 6 P301S y 9 Akp2/P301S;
edad: 9 meses; los datos representados son los valores medios con el SEM. Barras de escala: 20µm;
***: p < 0,001; *: p < 0,05.
En esta ocasión, se cuantificó el porcentaje de ratones con microglía con morfología
activada, bien ameboide o bien en forma de bastón (rod microglia); este último subgrupo,
que cubría la mayor parte de los campos en aquellos ratones con microgliosis reactiva, ha
sido asociado a daños neurológicos agudos [Taylor et al., 2014].
En la figura 4–16 se encuentran las imágenes representativas y la cuantificación en el
hipocampo dorsal de los cuatro grupos. Esta cuantificación reflejó, al igual que en los casos
anteriores, aumentos estadísticamente significativos con respecto al control WT tanto en el
modelo P301S (*: p < 0,05) como en el doble Akp2/P301S (***: p < 0,001); entre estos dos
últimos grupos, de nuevo, no se encontraron diferencias significativas.
4.5.4 Los genotipos P301S y Akp2/P301S presentan atrofia en el hipocampo dorsal
Aprovechando que en la tinción inmunohistoquímica con DAB la capa de células granula-
res del giro dentado queda perfectamente delimitada por la señal de fondo, se emplearon las
IH con el anticuerpo AT8 para cuantificar el volumen de la GCL en los cuatro grupos; en la






























Figura 4–16: Microgliosis en el hipocampo dorsal de los genotipos P301S y Akp2/P301S. Imá-
genes representativas y cuantificación inmunohistoquímica de la microglía con morfología activada del
stratum lacunosum moleculare con el anticuerpo contra Iba1; n (ratones) = 10 WT, 7 Akp2, 6 P301S y
9 Akp2/P301S; edad: 9 meses; las proporciones se presentan con barras apiladas. Barras de escala: 20µm;
***: p < 0,001; *: p < 0,05.
Este estudio es equivalente al realizado con DAPI en ratones P301S y WT, cuyos resul-
tados se detallaron en la sección 4.2.2; en aquel caso se escogieron dos grupos de edades:
jóvenes sin fenotipo motor, y ratones con una edad próxima al debut de este (que coincide
con la edad de los grupos del presente estudio de cuatro genotipos).
De igual manera que en el anterior resultado sobre ratones P301S a la edad de la ma-
nifestación de los síntomas motores, se obtuvieron atrofias estadísticamente significativas en
los ratones P301S con respecto a los WT (****: p < 0,0001).
De nuevo, siguiendo el mismo patrón que en los últimos resultados, el modelo doble
Akp2/P301S mostró también el mismo fenotipo que el P301S, con una atrofia significativa
en la GCL (*: p < 0,05) y sin diferencias significativas con el grupo P301S.
Finalmente, podemos resumir que tanto el ratón P301S como el doble Akp2/P301S pre-
sentan alteraciones hipocampales similares asociadas al proceso degenerativo en los cuatro
aspectos examinados: presencia de tau hiperfosforilado, astrogliosis, microgliosis y atrofia de
la capa de células granulares. En los ratones Akp2 no se hallaron diferencias significativas






































Figura 4–17: Atrofia en el hipocampo dorsal de los genotipos P301S y Akp2/P301S. Imágenes
representativas (inmunohistoquímica empleando el anticuerpo AT8 contra tau hiperfosforilada) y cuan-
tificación del volumen de la capa de células granulares (GCL) del giro dentado; n (ratones) = 22 WT,
7 Akp2, 16 P301S y 9 Akp2/P301S; edad: 9-10 meses; los datos representados son los valores medios con
el SEM. Barras de escala: 100µm; ****: p < 0,0001; *: p < 0,05.
4.5.5 Los genotipos P301S y Akp2/P301S presentan un aumento de células DCX+
en la neurogénesis hipocampal adulta
El número de neuronas DCX+ fue cuantificado por inmunohistoquímica en la zona sub-
granular del hipocampo dorsal, encontrándose un aumento estadísticamente significativo
tanto en los ratones P301S (*: p < 0,05) como en el doble Akp2/P301S (**: p < 0,01); nue-
vamente, entre estos dos últimos grupos no se encontraron diferencias significativas.
Tal y como se comentó en el caso del modelo P301S, este dato, tomado junto a los ya
expuestos relativos a la neurogénesis, sugiere un aumento de la neurogénesis hipocampal
adulta en esta región en ambos grupos de ratones.
En la figura 4–18 se presenta la cuantificación de este resultado, acompañada de imágenes
representativas de IH para DCX en los cuatro grupos.
4.5.6 Las variables de neurodegeneración y neurogénesis correlacionan entre sí
En este apartado se presentan cuatro análisis de regresión lineal entre los niveles de tau
fosforilada (P-tau) y el resto de parámetros de los resultados de neurodegeneración de los
cuatro grupos de genotipos (astrogliosis, microgliosis y volumen de la capa de células granu-
lares), además del número de neuronas positivas para doblecortina del resultado anterior.
Las variables empleadas fueron las tratadas en los apartados previos, salvo en el caso de
la microgliosis, donde se utilizó el área cubierta por células Iba1+ para mantener una mayor
homogeneidad con el resto de variables.
Se encontraron correlaciones sólidas en los cuatro análisis de regresión, siendo negativa
la que se da con el volumen de la GCL, y positivas en los otros casos.
Las regresiones se realizaron con todos los ratones simultáneamente (n = 32), permitiendo
la visualización de la distribución de los grupos de genotipos a lo largo de los dos ejes, y de



































Figura 4–18: Aumento de células DCX+ en el hipocampo dorsal de los los genotipos P301S
y Akp2/P301S. Imágenes representativas y cuantificación inmunohistoquímica en la zona subgranular
(SGZ) empleando el anticuerpo contra doblecortina (DCX); n (ratones) = 10 WT, 7 Akp2, 6 P301S y
9 Akp2/P301S; edad: 9 meses; los datos representados son los valores medios con el SEM. Barras de
escala: 20µm; **: p < 0,01; *: p < 0,05.
Se escogió la variable de P-tau como independiente en todos los casos para mantener
el mismo marco de referencia e ilustrar así mejor la relación entre el resto de variables
dependientes.
Como puede observarse en la figura 4–19, estas visualizaciones resultan esclarecedoras
de la división de los cuatro genotipos en dos subgrupos muy diferenciados. Por un lado, los
ratones control WT y Akp2, que presentan una dispersión baja; por otro lado, los ratones
P301S y Akp2/P301S, con una dispersión elevada y una buena correlación entre las variables
medidas.
Los valores p en las correlaciones de P-tau con los otros tres valores de neurodegeneración
(****: p < 0,0001) y también con DCX (**: p < 0,01) permiten asegurar con muy buena
significancia estadística que estas correlaciones existen, independientemente de que el ajuste
reflejado por el coeficiente de determinación (r2) no sea excesivamente alto.
Tomados en conjunto, estos análisis, además, reafirman los resultados individuales de las
variables analizadas y las conclusiones relativas a la similar afectación a nivel de hipocampo



























r 2 = 0,30 (**)






















r 2 = 0,58 (****)






















Volumen de la GCL vs. P-tau
r 2 = 0,53 (****)
























r 2 = 0,46 (****)
Figura 4–19: Los niveles de P-tau correlacionan positivamente con los niveles de astrogliosis,
microgliosis y células DCX+, y negativamente con el volumen de la capa de células granulares
del hipocampo dorsal. Se presentan los análisis de regresión lineal entre los niveles de tau hiperfosforilada
(neuronas AT8+) y el área cubierta por astrocitos (GFAP+), por microglía (Iba1+), el volumen de la capa
de células granulares (GCL), y el número de neuronas DCX+ en la zona subgranular (SGZ). Las regresiones
se efectuaron con n (ratones) = 32 (10 WT, 7 Akp2, 6 P301S y 9 Akp2/P301S); edad: 9 meses. Para
los detalles de cada variable presentada, acudir a las figuras 4–14, 4–15, 4–16, 4–17 y 4–18; los análisis
de regresión se realizaron sobre todos los ratones simultáneamente, y se incluyen sus coeficientes de
determinación (r2), valores p y rectas de regresión; ****: p < 0,0001; **: p < 0,01.
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4.5.7 El genotipo Akp2/P301S revierte las alteraciones del nervio ciático del ratón
P301S
En la sección 4.1.3 se introdujo el análisis inmunohistoquímico del nervio ciático acome-
tido tras observar la parálisis del ratón P301S, especialmente intensa en las patas traseras.
Dada la sobreexpresión e hiperfosforilación de tau detectadas en nuestro modelo en dicho
estudio, decidimos ampliarlo con los cuatro grupos de genotipos a un análisis ultraestructural
por microscopía electrónica; sus resultados aparecen detallados en la figura 4–20, con imáge-
nes representativas de cortes transversales del nervio ciático y las principales cuantificaciones
realizadas.
En la bibliografía existen numerosos ejemplos de asociación entre diferentes procesos
neurodegenerativos, mutaciones o lesiones en el sistema nervioso central y alteraciones ul-
traestructurales en los nervios recubiertos de mielina. Para abordar nuestros análisis, selec-
cionamos los siguientes parámetros de entre los empleados con mayor frecuencia para definir
y categorizar la degeneración de las fibras nerviosas mielinizadas:
• Diámetro axonal medio y distribución de calibres. Los indicadores directos más eviden-
tes, que pueden informar de procesos degenerativos que afecten más a cierta población
de fibras nerviosas según su diámetro, por ejemplo.
• Morfología de las hendiduras entre las lamelas de mielina. Estas escotaduras, llama-
das incisuras de Schmidt-Lanterman, tienen una función fisiológica relacionada con el
transporte entre el soma de las células de Schwann y las capas compactas de su mem-
brana citoplasmática que forman la mielina de los nervios periféricos como el ciático,
además de constituir una probable vía trófica y de comunicación axo-glial [Hoshi et
al., 2007]. En condiciones patológicas se ha descrito que estas incisuras aumentan en
tamaño en un proceso de desmielinización asociado al desprendimiento de las lame-
las hacia el axolema debido a la pérdida de axoplasma a causa de la degeneración
axonal [Ghabriel y Allt, 1979a] [Ghabriel y Allt, 1979b].
La clasificación para nuestro estudio de las categorías de calibres axonales interiores y de
las fases de degeneración axonal según el estado de las incisuras de Schmidt-Lanterman fue
basada y adaptada de la literatura existente [Lopes et al., 2016].
Con estos antecedentes, veamos a continuación los principales hallazgos de nuestros análi-
sis por microscopía electrónica, que fueron aplicados exclusivamente a las fibras mielinizadas
del nervio ciático.
Si bien algunos análisis como la cuantificación del diámetro axonal medio no arrojaron
diferencias significativas en ningún caso (C), aquellos que trataron la distribución de calibres
según el genotipo y, más relevante aún, la proporción de axones degenerados en cada grupo,


































































































Figura 4–20: El genotipo Akp2/P301S revierte las alteraciones del nervio ciático del ratón P301S.
Análisis ultraestructural por microscopía electrónica de los axones mielinizados en cortes transversales.
(A) Campos representativos de los ratones WT (arriba, izq.), Akp2 (arriba, der.), P301S (abajo, izq.) y
Akp2/P301S (abajo, der.); barras de escala: 4µm. (B) Clasificación del nivel de degeneración de la vaina
de mielina axonal: N (normal), D1-D3 (degeneración creciente); barra de escala: 2µm. (C) Cuantificación
del diámetro axonal interior; no se encontraron diferencias significativas; los datos representados son
los valores medios con el SEM. (D) Cuantificaciones del total de axones degenerados (D1 + D2 + D3),
y de la distribución de axones según su diámetro interior; los datos representados son las respectivas
proporciones, con las barras de error para los intervalos de confianza; ****: p < 0,0001; *: p < 0,05. Las
cuantificaciones se han realizado con n (axones) = 135 WT, 135 Akp2, 270 P301S y 135 Akp2/P301S
(diámetros y distribuciones) / 528 WT, 405 Akp2, 1204 P301S y 493 Akp2/P301S (degeneración). Las
muestras fueron tomadas de 3 ratones WT, 3 Akp2, 6 P301S y 3 Akp2/P301S; edad: 9 meses.
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Se hallaron diferencias significativas (*: p < 0,05) en las abundancias relativas de las
poblaciones axonales según su diámetro interior entre el genotipo P301S y el control WT,
con una menor presencia de los axones de mayor calibre en el modelo transgénico; en el resto
de grupos, incluido el doble Akp2/P301S, no se encontraron diferencias significativas.
El resultado clave del análisis histopatológico del sistema nervioso periférico fue el hallaz-
go de diferencias estadísticamente muy significativas (****: p < 0,0001) en el total de axones
degenerados del grupo P301S con respecto al control WT, pero no en el Akp2/P301S, que
recuperaba un nivel de degeneración sin diferencias significativas con respecto a los WT y
con diferencias (*: p < 0,05) con respecto al modelo P301S.
En una publicación sobre el modelo tau-P301S de Michael Goedert, con el mismo fondo
genético C57BL/6J que el nuestro, pero con diferente promotor del transgén (ver la sec-
ción 1.4), se obtuvieron en médula espinal unos resultados similares [Ossola et al., 2016] a
los del modelo simple P301S que acabamos de exponer en nuestro estudio: la proporción de
axones de mayor calibre estaba significativamente disminuida, e informaron del hallazgo (no
cuantificado en su caso) de axones degenerados rodeados de mielina descompactada, cono-
cidos habitualmente en la literatura como figuras de mielina (myelin figures) e identificados
en nuestra clasificación como el estado D3 de degeneración axonal.
4.5.8 El genotipo Akp2/P301S revierte las alteraciones motoras del ratón P301S
Paralelamente al estudio anterior, que encontró una recuperación a nivel del sistema ner-
vioso periférico del genotipo Akp2/P301S con respecto al ratón P301S, se planteó un análisis
comportamental de los mismos cuatro grupos de genotipos para evaluar su coordinación y
desempeño motores a lo largo del tiempo dentro de la fase de aparición de la parálisis del
modelo original. Se aplicó la prueba del rotarod en tres sesiones, separadas dos semanas entre
sí y comenzando a los 8 meses de edad; en la figura 4–21 se plasman estos resultados.
A lo largo de las tres pruebas, se registró la caída en rendimiento del grupo P301S,
hasta que finalmente se hallaron diferencias significativas (*: p < 0,05) con respecto al grupo
control WT en la tercera sesión, a los 9 meses de edad; en este momento, la mitad de los seis
ratones de genotipo P301S presentaba un fenotipo motor moderado o avanzado, con tiempos
de latencia hasta la caída en el rotarod del 53 %, 25 % y 2 % de la media WT en la sesión
a los 8 meses de edad (que es la que se estableció como tiempo base para comparar a todos
los grupos en todas las edades).
Este mal rendimiento de los ratones tau-P301S en la prueba del rotarod, debido al fe-
notipo de parálisis motora, está también descrito en la bibliografía en los dos modelos más
habituales con esta mutación de FTDP-17 en el gen MAPT humano (para más detalles,
consultar la sección 1.4): el ratón de Michael Goedert [Scattoni et al., 2010], y la línea PS19
de Virginia Lee [Vagnozzi et al., 2018], que es la misma empleada por nosotros una vez









































































































































9 meses vs. degeneración del nervio ciático





Figura 4–21: El genotipo Akp2/P301S revierte las alteraciones motoras del ratón P301S. Además,
existe una correlación negativa entre la latencia hasta la caída en el rotarod y el total de axones degenerados
en el nervio ciático (ver la figura 4–20). Se evaluaron los cuatro genotipos en 3 pruebas de rotarod
consecutivas, separadas 2 semanas entre ellas. Los resultados se muestran tanto en diagramas de barras
por separado como en un diagrama conjunto de evolución temporal; se presenta también el análisis de
regresión lineal entre el desempeño en el rotarod a los 9 meses y la proporción de axones degenerados. Las
cuantificaciones se realizaron con n (ratones) = 9 WT, 6 Akp2, 6 P301S y 10 Akp2/P301S (8 meses de
edad) / 9 WT, 6 Akp2, 6 P301S y 8 Akp2/P301S (8,5 meses) / 8 WT, 6 Akp2, 6 P301S y 9 Akp2/P301S
(9 meses) / 15 (3 WT, 3 Akp2, 6 P301S y 3 Akp2/P301S; regresión). Los datos representados para el
rotarod son los valores medios del tiempo de latencia hasta la caída, expresado en porcentaje del tiempo
medio de los ratones WT en el primer rotarod; las barras de error muestran el SEM; el análisis de regresión
se realiza sobre todos los ratones simultáneamente, y se incluye su coeficiente de determinación (r2), valor
p y recta de regresión; ***: p < 0,001; *: p < 0,05.
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Al igual que en el caso del análisis del nervio ciático del resultado anterior, el genotipo
doble Akp2/P301S mostró una recuperación del fenotipo WT en la última prueba de rotarod,
presentando un desempeño excelente —al igual que en el resto de pruebas anteriores— sin
diferencias significativas con respecto a WT, y con una mejora estadísticamente significativa
(*: p < 0,05) con respecto al modelo P301S. Ninguno de los nueve ratones de este grupo
exhibía síntomas motores en el momento del sacrificio.
Dadas estas dos interesantes mejoras encontradas en el genotipo doble, decidimos realizar
un análisis de regresión lineal entre las variables asociadas a ambos resultados: el tiempo de
latencia hasta la caída en el rotarod a los 9 meses de edad, y el total de axones degenerados
en estos mismos ratones a esa edad. El resultado, que también se puede consultar en la
figura 4–21, es una correlación negativa estadísticamente muy significativa (***: p < 0,001).
Este último apartado muestra una recuperación fenotípica a nivel de ejecución y coordi-
nación motoras, y correlaciona con la recuperación observada a nivel histológico en el análisis
por microscopía electrónica del nervio ciático en el apartado anterior. Esta mejora a nivel
del sistema nervioso periférico y a nivel comportamental motor contrasta con una ausencia
aparente de recuperación en el hipocampo.
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La presente tesis se ha centrado principalmente en caracterizar, a distintos niveles, los
efectos de la sobreexpresión de la proteína tau con la mutación P301S en el modelo animal de
taupatía PS19, con el fondo genético homogeneizado a C57BL/6J. Dichos ratones, denomi-
nados P301S en en este trabajo, expresan el cDNA del gen humano MAPT bajo el promotor
de la proteína priónica de ratón (Prnp); este transgén, que codifica la mutación P301S en
la isoforma con un inserto N-terminal y cuatro dominios de unión a microtúbulos (1N4R),
está localizado en las coordenadas Chr3:140354280-140603283, donde causa una deleción de
249 kbp que no afecta a ningún gen conocido [Goodwin et al., 2019].
En este modelo de taupatía, que fue desarrollado en la Universidad de Pensilvania por el
grupo de Virginia M. Lee y John Q. Trojanowski, la proteína tau humana se sobreexpresa
en el sistema nervioso central; en el caso de nuestra colonia, detectamos por WB aproxima-
damente el triple de expresión en el hipocampo con respecto a los controles WT. De acuerdo
a la literatura existente, estos ratones manifiestan una pérdida neuronal, acompañada de
atrofia del hipocampo, a los ocho meses de edad; esta estructura es la principal afectada,
aunque también se han descrito alteraciones en otras regiones como la corteza entorrinal y
el neocórtex. La principal marca histopatológica es el desarrollo de ovillos neurofibrilares de
tau hiperfosforilada en el CNS; estos han sido hallados, además de en el hipocampo, en el
neocórtex, la amígdala, el tronco encefálico y la médula espinal. La activación microglial,
seguida de astrogliosis, en aquellas regiones con NFT, y la ausencia total de placas seniles de
Aβ completan la caracterización de partida a escala histológica [Yoshiyama et al., 2007]. A
nivel comportamental, las características más destacables en la bibliografía son la hiperacti-
vidad motora, acompañada de una ansiedad reducida, y la parálisis, que cursa con temblores
y atrofia muscular [Scattoni et al., 2010] [Takeuchi et al., 2011] [Xu et al., 2014]. Estos dé-
ficits motores avanzan rápidamente hasta llegar a generar dificultades en la alimentación,
induciendo en los ratones un fenotipo caquéxico; aproximadamente el 80 % de los animales
ha muerto al llegar a los 12 meses de edad [Yoshiyama et al., 2007].
La extrapolación de los resultados en modelos de sobreexpresión como este a diferentes
taupatías humanas, y especialmente a la enfermedad de Alzheimer en la que no existen
mutaciones en el gen MAPT, se fundamenta en la idea de que un incremento en los niveles
de tau puede proporcionar las claves para comprender mejor la dimensión dependiente de
las alteraciones de esta proteína en dichas enfermedades. Además, la forma sobreexpresada
incluye en este caso la mutación patogénica P301S, documentada en pacientes de FTDP-17.
El otro modelo murino empleado es el Akp2 +/−. Estos ratones, denominados Akp2 en el
presente trabajo, son haploinsuficientes para la fosfatasa extracelular TNAP. Con el objetivo
de validar esta diana enzimática para el tratamiento de taupatías como la enfermedad de
Alzheimer, se cruzaron los modelos P301S y Akp2 para producir los grupos WT, Akp2,
P301S y Akp2/P301S en colaboración con el laboratorio del Prof. Miguel Díaz Hernández.
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En la primera parte de esta discusión repasaremos la puntos clave en la caracterización
que se realizó de nuestro ratón P301S en las siguientes categorías: sobreexpresión de tau
humana y neurodegeneración (tanto en el sistema nervioso central como en el periférico),
pruebas comportamentales, y neurogénesis adulta. Aquí se incluirán todos los resultados de
la tesis relativos a este modelo, tanto los analizados individualmente en la primera mitad
como los analizados conjuntamente con el modelo Akp2 en la segunda mitad.
Finalmente, se discutirán los resultados obtenidos en las categorías anteriores con la
aproximación terapéutica del modelo doble Akp2/P301S. Es en este último apartado donde
se repasarán en detalle los mecanismos que motivaron el abordaje con el ratón Akp2 +/−.
5.1 Sobreexpresión de tau y neurodegeneración en el CNS del ratón P301S
Dentro de este primer grupo de resultados se determinó, en animales de 10 meses de
edad, que nuestro modelo P301S sobreexpresa la proteína tau transgénica en hipocampo
dorsal, donde se encuentra hiperfosforilada; el anticuerpo empleado, AT8, detecta un patrón
de fosforilación (Ser202/Thr205) presente en diferentes taupatías, incluyendo la enfermedad
de Alzheimer [Goedert, Jakes et al., 1995].
Encontramos un marcado de las fibras musgosas muy intenso, especialmente con el anti-
cuerpo AT8 contra P-tau; esta marca histopatológica aparece en la literatura de los modelos
tau-P301S con varios anticuerpos contra tau, incluyendo AT8 [Min, Chen et al., 2015] [Shi
et al., 2017], pero no se han descrito los posibles mecanismos detrás de este fenómeno.
El estudio de proteómica tenía como principal objetivo comprobar el estado de fosfori-
lación de la serina 301 introducida en la mutación del transgén, aspecto no tratado en la
bibliografía; no se halló fosforilación en este aminoácido en el análisis por espectrometría de
masas de extractos de hipocampos en animales con 7,5 meses de edad. Sí se hallaron los
siguientes sitios de fosforilación: Thr181, Ser202, Thr231 y Ser404.
La acumulación de la proteína tau hiperfosforilada es una de las fuentes primarias de
toxicidad, siendo un marcador útil para identificar las neuronas en fases iniciales de deterio-
ro [Hernández, Lucas et al., 2003]; de hecho, la presencia de P-tau es un acontecimiento liga-
do a la patología en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer [H.
Braak y E. Braak, 1991].
En este punto, nos gustaría recalcar que la toxicidad de la proteína tau transgénica en
neuronas maduras hipocampales no parece estar mediada por una fosforilación adicional
en el aminoácido mutante Ser301, tal y como hemos visto. Esta toxicidad podría deberse
inicialmente, en buena medida, a la pérdida de afinidad de tau por los microtúbulos a causa
de la mutación P301S. Se ha descrito que las mutaciones que afectan al exón 10 de la
proteína tau, que codifica para el segundo dominio de unión a microtúbulos en las isoformas
4R, disminuyen la capacidad de esta proteína de promover el ensamblaje y estabilidad de
estos; en concreto, la mutación P301L induce una pérdida sustancial de afinidad [Hasegawa
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et al., 1998] [Lewis et al., 2000]. Este efecto primario favorecería la disociación de tau de
los microtúbulos y su hiperfosforilación, hecho que, junto a otros factores, promovería su
agregación filamentosa, alterando el metabolismo neuronal y provocando en última instancia
la muerte neuronal [Hasegawa et al., 1998].
En los análisis del fenotipo motor y las curvas de supervivencia Kaplan-Meier, realizados
sobre nuestra colonia, se determinó que los primeros síntomas de parálisis motora aparecen a
partir de los 9 meses de edad en la mayoría de los casos —hay variabilidad en el momento de
este debut—, con un agravamiento entre los 10 y los 14 meses; la mediana de supervivencia
fue de 11,7 meses, con grandes diferencias con respecto a la supervivencia de los controles
WT. Esta supervivencia es sensiblemente mayor (un 30 % más elevada) que en la línea PS19
original de Virginia Lee [Yoshiyama et al., 2007]; las diferencias en los fondos genéticos
(B6C3F1 en la PS19, C57BL/6J en nuestra colonia) podrían estar detrás de esta variación.
Teniendo en cuenta la disminución del volumen hipocampal descrito en la bibliografía
sobre estos modelos, quisimos comprobar si sucede lo mismo específicamente en el giro den-
tado, uno de las pocas regiones donde tiene lugar la neurogénesis adulta. Efectivamente,
en los ratones de 11 meses, dentro de la edad de empeoramiento de los síntomas motores,
registramos una atrofia de la capa de células granulares del giro dentado del hipocampo
dorsal; no fue así en los ratones jóvenes de 2,5 meses, donde no se hallaron diferencias con
respecto a los controles WT. Junto a esta atrofia en el DG del hipocampo, encontramos la
muerte celular —medida a través del número de células positivas para caspasa-3 truncada—
aumentada en el conjunto del hipocampo dorsal a los 9 meses de edad.
Estos datos sugieren que, durante los primeros meses de vida, la sobreexpresión de tau no
estaría induciendo una atrofia hipocampal por una o varias de las siguientes razones: todavía
no se dan las condiciones neurotóxicas en esta región como para desencadenar una muerte
neuronal generalizada, no se ha acumulado un número suficiente de neuronas perdidas como
para hacer significativa la atrofia, o bien porque esta muerte estaría siendo compensada en
la GCL por un aumento en la neurogénesis adulta que, una vez avanzada la edad el ratón,
sería ya incapaz de contrarrestar la neurodegeneración. Este punto se discute en profundidad
en la sección 5.4.
Finalmente, se hallaron tanto astrogliosis como microgliosis en el hipocampo dorsal de
animales P301S de 9 meses de edad, con morfologías reactivas en ambos casos; dentro del
análisis de la microgliosis, fue muy común la presencia de la morfología en bastón (rod
microglia), vinculada a lesiones neurológicas agudas [Taylor et al., 2014].
5.2 Sobreexpresión de tau y neurodegeneración en el PNS del ratón P301S
Las taupatías se caracterizan no solo por los déficits cognitivos, sino también por los
motores, asociados a la alteración del metabolismo de la proteína tau en el cerebro, el tronco
encefálico y la médula espinal; dentro de esta familia de dolencias, las mutaciones en la posi-
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ción cromosómica 17q21 incluidas dentro de la demencia frontotemporal con parkinsonismo
asociada al cromosoma 17 (FTDP-17) conllevan importantes trastornos del movimiento.
Empleando nuestro modelo de ratón P301S, teniendo en cuenta que su parálisis motora
es especialmente intensa en las extremidades posteriores, decidimos investigar el estado de
su nervio ciático para comprender si estos déficits motores se deben no solo a la acumulación
en el sistema nervioso central de la proteína tau humana mutante, sino también a alteracio-
nes inducidas directamente por la expresión del transgén en el sistema nervioso periférico.
Realizamos tres tipos de estudios: de inmunohistoquímica, de western blot, y de microscopía
electrónica; estos análisis fueron llevados a cabo a edades comprendidas entre los 9 y los
11 meses.
En una primera aproximación, observamos mediante IH y WB que la proteína tau trans-
génica está sobreexpresada en el nervio ciático de los animales, revelando que tau-P301S,
bajo el promotor de Prnp murino, está presente en esta estructura, y sugiriendo que algunos
de los problemas motores podrían deberse a este hecho. A partir de una inmunohistoquími-
ca de gran aumento, determinamos que esta expresión se restringe a los axones del nervio
ciático, no detectándose tau-P301S en las vainas de mielina conformadas por las células de
Schwann. Además, la proteína transgénica está fosforilada, al igual que en el caso del CNS,
en el epítopo reconocido por el anticuerpo AT8: los aminoácidos Ser202 y Thr205.
El estudio central del nervio ciático fue el análisis por microscopía electrónica, en el que
se hallaron alteraciones en el modelo P301S. Se detectó una mayor cantidad de axones con
descompactación de las incisuras de Schmidt-Lanterman en el modelo P301S, con diferencias
estadísticamente muy significativas con respecto a los controles WT. Se encontraron, además,
diferencias en las distribuciones axonales de acuerdo al calibre, con menor cantidad de las
fibras de mayor diámetro en los ratones transgénicos.
Las alteraciones observadas en la mielina de las células de Schwann en el nervio ciático
de los ratones P301S podrían implicar un papel crucial de este nervio del PNS en su fenoti-
po motor, dado que el proceso de desmielinización está vinculado a la propia degeneración
axonal, al inducirse el desprendimiento de las lamelas a causa de la retracción axonal pro-
vocada por la pérdida del axoplasma [Ghabriel y Allt, 1979a] [Ghabriel y Allt, 1979b]; por
esta razón, este indicador ultraestructural fue identificado con el estado de degeneración del
axón.
En la bibliografía previa, los mecanismos subyacentes a las alteraciones motoras no se en-
tienden completamente en los ratones PS19; tan solo se ha sugerido, de forma muy vaga, que
estos problemas pueden deberse a la expresión del transgén en la médula espinal [Yoshiyama
et al., 2007]. Curiosamente, se han descrito déficits motores y alteraciones de la mielina en
el nervio ciático similares a los encontrados en nuestro estudio en ratones knockout para
tau [Lopes et al., 2016], ratones con tau que carece del exón 10 [Gumucio et al., 2013], así
como ratones que sobreexpresan la isoforma 0N4R de tau con la misma mutación P301S,
pero bajo el promotor de Thy1.2 [Yin et al., 2017]. Por tanto, parece que se pueden observar
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alteraciones fenotípicas similares en modelos animales con niveles de expresión de tau tanto
bajos como altos, lo que sugiere que es necesario un nivel adecuado de esta proteína en el
nervio ciático para su funcionamiento fisiológico normal.
En estos estudios, al igual que en el caso de nuestro modelo, los déficits motores aumen-
tan con la edad de los animales; por otro lado, se ha descrito un aumento en los niveles de
la proteína tau en el nervio ciático de animales viejos, relacionándolo con mecanismos dete-
riorados de transporte axonal y recambio de proteínas [Krishnan et al., 2016]. El transporte
axonal en el nervio ciático se ve alterado en ratones knockin que expresan la proteína mu-
tante tau-P301L [Adalbert et al., 2018], así como en un modelo murino con tau humana con
la mutación K369I [Ittner, Fath et al., 2008]; curiosamente, este último ratón no manifiesta
signos degenerativos en esta estructura.
Las alteraciones en el transporte axonal también pueden desencadenar un mecanismo que
conduce a la denervación de la unión neuromuscular. Este fenómeno no ha sido estudiado
en nuestro modelo murino PS19, pero sí en el modelo Tau 58/4, que incluye la mutación
P301S bajo el promotor de Thy1.2, y donde se observó esta denervación neuromuscular des-
de los 9 meses de edad [Yin et al., 2017]. También ha sido descrito este proceso en el modelo
Tg30, que presenta dos mutaciones de FTDP-17: G272V y P301S; aquí se observó, además,
la aparición de esferoides axonales y la acumulación axonal de orgánulos citoplasmáticos
y neurofilamentos en la médula espinal, además del aumento de la cantidad de orgánulos
degradados en los axones del nervio ciático [Audouard et al., 2015]; estas anomalías ultraes-
tructurales eran indicativas de deterioro en los transportes axonales. La creciente evidencia
sugiere que la disfunción neuronal resultante del fracaso del transporte axonal es un meca-
nismo patológico importante en la neurodegeneración, incluida la asociada a la enfermedad
de Alzheimer [Roy et al., 2005] [Stokin y Goldstein, 2006].
Teniendo en cuenta nuestros datos, es necesario preguntarse si los efectos tóxicos de la
proteína tau transgénica en el sistema nervioso periférico de nuestro modelo P301S se deben
simplemente al aumento de los niveles de tau, a su mutación patogénica, y/o porque la
isoforma del CNS (sin el exón 4A) es más tóxica o puede reemplazar a la isoforma exclusiva
del PNS, denominada big tau (con el exón 4A); refiriéndonos a esta última posibilidad,
nuestros datos no permiten saber si existe un control de los niveles endógenos de tau, ya sea
a nivel de la transcripción, de la traducción o de la degradación.
Resumiendo este apartado, hemos establecido que la parálisis y la muerte subsiguiente
observada en nuestro modelo P301S pueden deberse no solo a la degeneración que tiene
lugar en diferentes estructuras del sistema nervioso central, sino también a las alteraciones
detectadas en el periférico; en particular, los daños en el nervio ciático, en los que la proteína
tau transgénica sobreexpresada localmente probablemente esté implicada, pueden jugar un
papel crucial en el fenotipo motor observado. Teniendo en cuenta que el ratón PS19 es muy
usado para el estudio de las taupatías, nuestros resultados sugieren que, para la evaluación
de este modelo, es relevante el análisis de su PNS, especialmente del nervio ciático.
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5.3 Pruebas comportamentales en el ratón P301S
En la prueba de campo abierto, nuestra colonia P301S mostró la hiperactividad esperada,
con bajos niveles de ansiedad, en todos los parámetros analizados a la edad de 9,5 meses.
En la prueba del laberinto acuático de Morris, a los 5,5 meses de edad, no se encontraron
diferencias significativas ni en las curvas de entrenamiento —a pesar de que el rendimiento
de los P301S cada día fue peor que en el caso de los WT— ni en la prueba final de la sonda:
nuestros ratones P301S aprendieron correctamente la tarea, y recordaron el emplazamiento de
la plataforma invisible el último día sin diferencias significativas con respecto a los controles
WT. En este sentido, nuestro estudio se alinearía con aquellos que tampoco han encontrado
diferencias en el desempeño de modelos murinos P301S en pruebas de memoria y navegación
espacial como el laberinto acuático de Morris [Scattoni et al., 2010] [Xu et al., 2014] o el
laberinto circular de Barnes [Takeuchi et al., 2011].
Tras el resultado anterior, quisimos comprobar si ese buen rendimiento en habilidades
dependientes del hipocampo a edades intermedias se mantenía en una edad más avanzada, ya
durante el período de comienzo del declive motor. Decidimos aplicar la prueba de preferencia
de nueva posición, que no ha sido empleada con modelos tau-P301S; en este caso, a los
9,5 meses de edad. Esta prueba evalúa la capacidad de discriminar entre contextos similares,
que depende de la actividad del giro dentado; la neurogénesis adulta hipocampal ha sido
ligada a esta habilidad y, a nivel más general, con la integración y separación de patrones
durante el aprendizaje, siendo las nuevas neuronas generadas importantes en la codificación
de eventos nuevos [Deng et al., 2010] [Sahay et al., 2011] [Aimone et al., 2011]; dado que
el proceso de neurogénesis adulta también es analizado en el presente trabajo, la prueba
de NLP nos permite valorar sus consecuencias a nivel comportamental. Nuestro modelo
animal P301S reconoció satisfactoriamente la pieza que había cambiado de posición (casi el
70 % de las exploraciones, sin diferencias significativas con respecto a los controles WT) en
dicha prueba; este resultado, junto al obtenido en la prueba del MWM, sugiere un correcto
mantenimiento de la función hipocampal, a pesar de la neurodegeneración observada en esta
estructura (la neurogénesis adulta, que será discutida a continuación, puede ser la clave para
resolver esta aparente contradicción). Al igual que en la prueba de OF previa, los parámetros
de hiperactividad indicaron un aumento significativo en los ratones P301S.
Con respecto al rendimiento motor de nuestro modelo P301S, se aplicaron tres pruebas de
rotarod consecutivas al mismo grupo de ratones durante la ventana de edad de la aparición de
los primeros síntomas de parálisis: entre los 8 y los 9 meses. Se pudo registrar con claridad
el inicio de los problemas en la coordinación y ejecución motoras de estos ratones, que
alcanzó diferencias significativas con respecto a los WT en la última sesión, a los 9 meses,
coincidiendo con los daños detectados en el nervio ciático a esta edad discutidos previamente.
En la literatura sobre varios modelos de tau-P301S con diferentes promotores se han obtenido
resultados similares en esta prueba [Scattoni et al., 2010] [Vagnozzi et al., 2018].
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5.4 Neurogénesis adulta en el ratón P301S
Para estudiar los efectos de la sobreexpresión de tau-P301S en la neurogénesis adulta del
hipocampo dorsal se analizó, en primer lugar, en qué momento de esta se inicia la expresión
del transgén, que se encuentra bajo el promotor Prnp murino; estos análisis se realizaron a
la edad de 10 meses. Los estudios de colocalización con marcadores de las distintas etapas,
desde los precursores iniciales hasta las neuronas maduras totalmente integradas en el circuito
hipocampal, indicaron que la expresión de la proteína tau mutante se inicia en una fase
tardía del proceso, cuando los neuroblastos son positivos para calbindina. Desde que se
generan a partir de los progenitores, las nuevas neuronas tardan unas cuatro semanas en
empezar a expresar este marcador en ratones [Kempermann, Kuhn et al., 1997]; de este
modo, establecemos que el promotor Prnp bajo el que se expresa tau-P301S en nuestro
modelo solo es activo a partir de dichas edades en la neurogénesis adulta. La expresión del
transgén se mantendrá activa durante el resto de la vida de las neuronas, tal y como se
deduce de la presencia de tau humano (células HT7+) en las neuronas granulares maduras
del giro dentado y en regiones no neurogénicas del resto del hipocampo.
El inicio de la expresión del transgén en la neurogénesis adulta de un modelo P301S no se
había descrito antes, y coincide con los resultados sobre la proteína cuyo promotor emplea,
la priónica murina (Prnp), que tiene una expresión tardía en las nuevas neuronas dentro de
este proceso [Steele et al., 2006].
A continuación, se cuantificó la neurogénesis adulta en esta región empleando marcadores
de etapas intermedias/finales: doblecortina y calretinina; estos análisis fueron ejecutados a
edades muy próximas a los 10 meses del estudio anterior. En ambos casos se obtuvo en
nuestro modelo transgénico un incremento en el número de células positivas para dichos
marcadores. Dado que se repitió la diferencia significativa con respecto a los controles WT
tanto en células DCX+ como en Calr+, y que la calretinina representa la etapa previa a
la madurez total, podemos considerar que la neurogénesis hipocampal adulta se encuentra
aumentada en nuestro modelo P301S, y que este incremento se mantiene hasta el final del
proceso neurogénico. Serían necesarios estudios de análogos de timidina, como BrdU, CldU
o IdU, a distintos puntos temporales a lo largo de este proceso, para confirmar este último
punto.
Dentro de la literatura, tanto en modelos murinos como en pacientes humanos, los estu-
dios acerca de los efectos sobre la neurogénesis adulta de enfermedades neurodegerativas o
lesiones neurológicas arrojan resultados aparentemente contradictorios, con diferencias signi-
ficativas tanto hacia un aumento como hacia una disminución, o sin hallazgo de cambios en
otros casos (para una revisión, ver [Wirths, 2017]). El ejemplo quizás más cercano a nuestro
estudio —que es novedoso en un modelo con tau-P301S— es el llevado a cabo en un ratón
con tau-P301L bajo el promotor de Thy1.2, donde no se encontraron diferencias significativas
en las cuantificaciones estereológicas de los siguientes marcadores: Ki-67 (etapas iniciales de
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proliferación), doblecortina (etapas intermedias) ni BrdU (sacrificando a las 4 semanas de la
inyección) [Boekhoorn et al., 2006].
El aumento en la neurogénesis adulta puede suceder a través de varios mecanismos; los
principales son dos: aquellos que conllevan un aumento de la proliferación, y aquellos que
implican una disminución de la apoptosis [Komuro et al., 2015]. Como hemos discutido pre-
viamente, tal y como analizamos a través de la caspasa-3 truncada, la muerte celular se
encuentra aumentada de manera general en la región hipocampal en nuestro modelo P301S;
este aumento de la apoptosis ocurre también en la GCL, que, de hecho, está atrofiada como
hemos visto. Por lo tanto, todos nuestros resultados apuntan a un aumento en la prolifera-
ción de los precursores neuronales como causa de la neurogénesis adulta incrementada; para
confirmarlo con seguridad, sería necesario un nuevo estudio empleando análogos de timidina
y sacrificio a las 24 h, o bien marcadores de etapas proliferativas como fosfo-histona H3 o
Ki-67.
Teniendo en cuenta que el transgén no se expresa en estos estadios proliferativos del pro-
ceso de neurogénesis adulta, dicho incremento no puede deberse a la expresión endógena de
la proteína tau humana en los precursores neuronales. Estaríamos, por tanto, ante un efecto
indirecto, probablemente en respuesta al daño inducido por la sobreexpresión de tau-P301S
en el giro dentado, que conlleva, como hemos visto, una hiperfosforilación de esta proteína,
la presencia de glía reactiva, una apoptosis incrementada y la atrofia de esta estructura.
El ambiente inflamatorio desencadenado por esta sobreexpresión podría ser determinan-
te en la alteración de la neurogenesis adulta que observamos en nuestro modelo. Así, se
ha observado que la neuroinflamación afecta a la neurogénesis hipocampal adulta teniendo
o bien consecuencias perjudiciales, o bien beneficiosas en este proceso (para una revisión,
ver [Fuster-Matanzo, Llorens-Martín, Sirerol-Piquer et al., 2013]); el resultado final depende
en gran medida de cómo se activan la microglía, macrófagos y/o astrocitos en estas cir-
cunstancias [Russo et al., 2011], y el equilibrio que se da entre los efectos negativos y los
positivos. La interacción entre la señalización inflamatoria y los precursores neuronales ten-
drá un profundo impacto en la homeostasis del sistema nervioso central y en la eficiencia de
los mecanismos de reparación puestos en marcha [Martino y Pluchino, 2007]; este campo de
estudio es de gran importancia en el contexto de los trastornos neurodegenerativos.
Es posible que las alteraciones observadas sobre la neurogénesis adulta estén mediadas
también por otros efectores. Así, la proteína tau-P301S bajo el promotor de Thy1.2 se ha
asociado a la sobreexpresión de inhibidores de CDK como son p21 y p27 [Delobel et al., 2006];
de hecho, esta mutación desencadena cambios en la regulación de las ciclinas, induciendo una
parada de ciclo en G2 y M [Z. Zhao et al., 2003]. A pesar de ello, en ese modelo no se llegaron
a detectar modificaciones significativas en la neurogésis adulta [Boekhoorn et al., 2006].
Como siguiente paso, nos propusimos analizar si en nuestro modelo P301S existía alguna
alteración en la morfología del árbol dendrítico de las nuevas células procedentes del proceso
de neurogénesis adulta en la SGZ; para ello, se inyectaron retrovirus que expresan la proteína
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PSD95 fusionada con GFP en el giro dentado de animales de 8 semanas de edad, sacrificán-
dolos 8 semanas después. Las neuronas marcadas que se analizaron, por tanto, procedían
de precursores en división en el momento de la inyección estereotáxica, y que ya estaban
totalmente integradas en el circuito sináptico hipocampal en el momento del sacrificio; la
edad de los ratones en el proceso (desarrollado entre los 2 y los 4 meses) debía ser temprana
para que la alta neurogénesis garantizara un número suficiente de neuroblastos infectados
para el análisis. No se observaron diferencias significativas con respecto a las nuevas neuronas
de los ratones WT en ninguno de los parámetros estudiados: la longitud dendrítica total,
la longitud de la dendrita primaria (la que emerge directamente desde el soma, hasta su
bifurcación), el porcentaje de neuronas con más de una dendrita primaria, y el análisis de
Sholl de la arborización dendrítica.
No existen estudios previos sobre la morfología dendrítica en la neurogénesis adulta en
la bibliografía de modelos con tau-P301S. Hay estudios similares al nuestro, por ejemplo, en
el ratón VLW con tres mutaciones asociadas a la FTDP-17, incluyendo la P301L; en aquel
ratón sí se hallaron alteraciones en varios de los parámetros [Terreros-Roncal et al., 2019]. A
este respecto, debemos destacar también que se han observado algunos de estos cambios en
neuronas granulares (no procedentes de neurogénesis adulta) en pacientes humanos de AD,
empleando la tinción de Golgi [Llorens-Martín et al., 2013].
Finalmente, queremos resaltar unas cuantas ideas clave de este apartado. Hemos estable-
cido que nuestro modelo P301S presenta una expresión tardía del transgén en el proceso de la
neurogénesis adulta en el hipocampo dorsal, y la cuantificación de los precursores neuronales
generados en la zona subgranular del giro dentado evidenció un aumento significativo tanto
en los neuroblastos DCX+ como en los Calr+; estas neuronas, a la vista del análisis mor-
fológico realizado, desarrollan árboles dendríticos sin diferencias significativas con respecto
a aquellos de los ratones WT (por lo menos, a edades tempranas/intermedias). Teniendo
en cuenta los daños neurodegenerativos que hemos medido en el hipocampo, incluyendo
una sobreexpresión e hiperfosforilación de tau, astrogliosis y microgliosis, apoptosis celular
aumentada, y una atrofia del giro dentado, este aumento de la neurogénesis se podría enmar-
car en un mecanismo de compensación, descrito como posible función de reemplazo de las
pérdidas producidas por diferentes patologías neurodegenerativas, por ejemplo en pacientes
con la enfermedad de Alzheimer [Jin, Peel et al., 2004]. Nuestros ratones P301S, a pesar de
manifestar los síntomas motores en pruebas como el rotarod, mantienen un rendimiento sin
diferencias significativas con respecto a los controles en pruebas de memoria y navegación
espacial dependientes de hipocampo (laberinto acuático de Morris y preferencia de nueva
posición), lo que sugiere que este posible mecanismo de compensación a partir de las nuevas
neuronas generadas en la SGZ en mayor número, e integradas en los circuitos hipocampales
con morfologías dendríticas aparentemente normales, podría estar contrarrestando los efec-
tos neurotóxicos inducidos por la sobreexpresión de tau-P301S en esta región. De hecho, la
prueba de NLP está estrechamente relacionada con el proceso de neurogénesis adulta que
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ocurre en el hipocampo [Deng et al., 2010] [Sahay et al., 2011] [Aimone et al., 2011], y se
ha evidenciado que una disminución de esta neurogénesis inducida por agentes citostáticos
afecta al rendimiento en dicha prueba, así como a la memoria espacial reciente y a largo
plazo medidas en el MWM [Goodman et al., 2010].
Nuestros resultados son especialmente interesantes en el contexto de la enfermedad de
Alzheimer, la taupatía de mayor prevalencia, pues recientemente se ha descrito que, en el
ser humano, la neurogénesis adulta hipocampal continúa activa hasta edades muy avanza-
das, pero presenta una disminución significativa en pacientes con esta enfermedad [Moreno-
Jiménez et al., 2019] (aunque, como hemos discutido previamente, otros estudios apuntan a
un aumento compensatorio de la neurogénesis [Jin, Peel et al., 2004]). En la FTDP-17, a la
que pertenece la mutación en MAPT de nuestro modelo, la neurogénesis adulta no ha sido
estudiada aún en pacientes humanos.
5.5 El ratón Akp2/P301S como modelo genético terapéutico
Como se ha discutido previamente, la hiperfosforilación de la proteína tau se encuentra
entre los primeros eventos que desencadenan la toxicidad y posterior muerte neuronal en
las taupatías, tanto en pacientes humanos como en modelos animales, incluyendo el nues-
tro. Esta fosforilación resulta de un equilibrio entre la acción de quinasas y fosfatasas de
tau [Avila, 2008]; el papel de estas quinasas, como la GSK-3β, está bien documentado en
la literatura [Hernandez et al., 2013], pero no tanto la función de las fosfatasas de esta
proteína [Gong et al., 1993], aunque, en el campo de la enfermedad de Alzheimer, ha sido
discutido extensamente [F. Liu, Liang et al., 2006]. La fosfatasa más importante implica-
da en la desfosforilación de tau es la PP2A, que representa más del 70 % de la actividad
fosfatasa total encontrada en el cerebro humano [F. Liu, Grundke-Iqbal et al., 2005]; esta
proteína, y la mayoría de las fosfatasas estudiadas en el ámbito de las taupatías, son enzimas
intracelulares.
En este trabajo hemos realizado una aproximación diferente que ha consistido en estudiar
el efecto de una fosfatasa extracelular, la fosfatasa alcalina no específica de tejido (TNAP;
gen ALPL en humanos, Akp2 en ratones). Previamente nuestro grupo ha propuesto que
dicha exoenzima desempeña un papel clave en la propagación de la neurodegeneración en
taupatías como la enfermedad de Alzheimer; así, Díaz Hernández y otros han descrito que la
TNAP anclada a la membrana celular es capaz de desfosforilar la proteína tau en el medio
extracelular [Diaz-Hernandez et al., 2015]; una vez desfosforilada, tau se comporta como
un agonista de los receptores muscarínicos M1 y M3, pero con propiedades farmacológicas
diferentes a la activación mediante acetilcolina: se induce un aumento sostenido de calcio
intracelular en la neurona receptora que finalmente altera su homeostasis y desencadena
la muerte neuronal [Gómez-Ramos, Díaz-Hernández et al., 2008] [Díaz-Hernández et al.,
2010]. De hecho, la expresión y la actividad de la TNAP se han hallado incrementadas en
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cultivos primarios neuronales tras la adición de tau desfoforilado [Díaz-Hernández et al.,
2010], sugiriendo un ciclo de retroalimentación positiva por el cual la TNAP es activada por
el propio producto que genera. También ha sido descrita una correlación negativa entre la
actividad de la TNAP y las funciones cognitivas en pacientes con AD [Vardy et al., 2012],
lo que sugiere que esta proteína puede estar involucrada en el proceso neurodegenerativo de
esta y otras taupatías.
Estos resultados sobre el efecto de las enzimas extracelulares en patologías de tau como
la enfermedad de Alzheimer son especialmente relevantes a la luz de la hipótesis que está
cobrado fuerza en los últimos años para muchas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo
la AD, de que la propagación de proteínas patogénicas a través de las estructuras cerebrales
juega un importante papel en el avance de estas dolencias [Duyckaerts et al., 2019].
En esta tesis hemos llevado a cabo una aproximación genética para comprobar si una
disminución en la actividad TNAP puede revertir o retrasar la aparición del fenotipo y alte-
raciones detectadas en nuestros ratones transgénicos que sobreexpresan tau-P301S, al actuar
atenuando el citado ciclo de retroalimentación positiva e interfiriendo a nivel extracelular en
la propagación de tipo priónico de la patología asociada a tau.
Para ello, cruzamos estos ratones P301S con ratones haploinsuficientes para la enzima
TNAP, Akp2 +/− (los ratones KO, Akp2 −/−, mueren antes del destete); las cuatro combi-
naciones posibles de genotipos se denominaron de la siguiente manera: WT, Akp2, P301S y
Akp2/P301S. Debido a que nuestro modelo de taupatía comienza a presentar déficits motores
a partir de los 9 meses, todos los estudios se llevaron a cabo alrededor de esta edad.
A continuación discutiremos los resultados obtenidos en el genotipo doble Akp2/P301S
en comparación con el grupo control WT y el modelo P301S. A pesar de que los ratones
KO (Akp2 −/−) desarrollan en los primeros días posnatales síntomas neurológicos severos,
incluyendo ataques epilépticos, disfunciones sinápticas y alteraciones en la mielina del sis-
tema nervioso central [Hanics et al., 2012], nuestros ratones Akp2 (Akp2 +/−) no tuvieron
diferencias significativas con respecto al grupo WT en ninguna de las áreas estudiadas, au-
mentando nuestra confianza en un efecto específico de la haploinsuficiencia sobre la patología
de nuestro modelo transgénico.
El primer grupo de resultados se dedicó a la neurodegeneración en el sistema nervioso
central. El análisis inmunohistoquímico y bioquímico del hipocampo reveló que los rato-
nes Akp2/P301S manifestaban los mismos daños que el modelo P301S —no se encontraron
diferencias significativas en ninguno de los parámetros estudiados—, con diferencias estadís-
ticamente significativas con respecto a los ratones WT en sobreexpresión e hiperfosforilación
de tau, astrogliosis, microgliosis y atrofia del giro dentado.
A continuación, se cuantificó el estado de la neurogénesis adulta en el hipocampo dorsal
a través del marcador doblecortina. De nuevo, tanto el grupo P301S como el Akp2/P301S
presentaban un aumento significativo del número de neuroblastos DCX+ con respecto a los
controles WT, pero sin diferencias significativas entre ellos.
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Finalmente, decidimos analizar el sistema nervioso periférico de los cuatro grupos a ni-
vel ultraestructural mediante un estudio de microscopía electrónica del nervio ciático; así
mismo, complementamos dicho análisis con una batería de pruebas comportamentales de
coordinación y ejecución motoras (rotarod) sobre los mismos ratones a lo largo del período
de aparición del fenotipo motor del modelo P301S.
Frente a las diferencias significativas con respecto a los controles WT obtenidas en los
ratones P301S tanto en el análisis del nervio ciático (aumento de los axones degenerados y
reducción de la proporción de axones de mayor calibre) como en el rotarod (reducción del
rendimiento a los 9 meses de edad), que ya han sido discutidas en apartados anteriores, el
modelo doble Akp2/P301S no mostró ninguna de estas diferencias, recuperando el fenotipo
del control WT y mostrando mejoras estadísticamente significativas con respecto al modelo
P301S.
En este punto querríamos comentar que, aprovechando todos los experimentos ejecuta-
dos con los cuatro grupos en las distintas áreas mencionadas, decidimos realizar análisis de
regresión lineal entre las variables de neurodegeneración del CNS y de neurogénesis, así como
entre la degeneración del PNS y el rendimiento en el rotarod. Se obtuvieron correlaciones
estadísticamente muy significativas en todos los casos: a mayor hiperfosforilación de tau en
el hipocampo, mayor astrogliosis, microgliosis, atrofia de la GCL, y mayor cantidad de neu-
roblastos DCX+; y, a mayor degeneración axonal en el nervio ciático, peor rendimiento en
la prueba del rotarod. Estos resultados conjuntos refuerzan los obtenidos individualmente, y
permiten contrastar experimentalmente las interrelaciones entre las distintas fases neurodege-
nerativas y la neurogénesis adulta descritas con detalle en el apartado anterior, consolidando
la hipótesis del mecanismo compensatorio en este último proceso.
Para finalizar, conviene interpretar brevemente los resultados obtenidos por el ratón
doble Akp2/P301S. Por un lado, la afectación a nivel de hipocampo es equivalente a la
del modelo P301S, con numerosos parámetros indicando neurodegeneración como son la
hiperfosforilación de tau, la gliosis, la atrofia del giro dentado, y una neurogénesis aumentada
como posible mecanismo compensatorio. Por otro lado, los daños a nivel de nervio ciático y el
mal rendimiento en la prueba motora del rotarod del modelo original P301S son revertidos en
el genotipo Akp2/P301S, no encontrándose ninguno de los ratones de su grupo con fenotipo
de afectación motora en el momento del sacrificio a los 9 meses de edad, frente al 50 % de
los individuos P301S con parálisis moderada o avanzada; de hecho, en un estudio preliminar
del que no incluimos los datos en esta tesis, el grupo de ratones Akp2/P301S ha mostrado
una supervivencia aumentada con respecto al genotipo P301S.
El equipo que generó la línea PS19 de la que derivan nuestros ratones P301S realizó una
descripción minuciosa de la evolución espacio-temporal de la patología asociada a tau (más
concretamente, de la presencia de NFT) en el cerebro de este modelo murino, destacando sus
paralelismos con las etapas establecidas por Braak y otros para la progresión de los agregados
de tau en el cerebro de pacientes humanos de AD [Hurtado et al., 2010]:
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• Estadio I: corteza entorrinal y neocórtex superficial.
• Estadio II: amígdala e hipocampo.
• Estadio III: neocórtex profundo y núcleos subcorticales (núcleo caudado, putamen,
tálamo, hipotálamo y mesencéfalo).
Es muy destacable el hecho de que ubiquen en la última de las etapas, además del marcado
significativo del neocórtex, el de regiones del cuerpo estriado (núcleo caudado y putamen),
que están implicadas en el control del movimiento; precisamente es en este estadio en el que
describen que la aparición de los síntomas de parálisis más severos acaba rápidamente con la
vida de los ratones. De manera equivalente, el ratón tau-P301S de Michael Goedert, también
de fondo genético C57BL/6J pero bajo el promotor de Thy1.2, presenta la proteína tau
hiperfosforilada en los núcleos cerebelosos profundos y el puente troncoencefálico coincidiendo
en el tiempo con las etapas finales donde se manifiesta la degeneración progresiva a nivel
motor [Koivisto et al., 2019].
Si examinamos nuestros resultados en este marco, el deterioro de la región hipocampal
junto al mantenimiento de la función motora y la integridad del PNS en el ratón Akp2/P301S
sugieren una posible ralentización en el avance de la patología asociada a los agregados de
tau hiperfosforilado en este modelo, respaldando este escenario nuestra hipótesis de partida
por la que la reducción a la mitad de la dosis génica para la TNAP atenúa tanto el ciclo
de retroalimentación positiva de activación de esta exoenzima como la propagación de tipo
priónico a través de las estructuras que acabamos de describir. En este sentido, sería muy
interesante ampliar los análisis aquí reflejados a las regiones en el eje de control del movi-
miento (corteza motora, cuerpo estriado y otros ganglios basales, cerebelo y médula espinal),
para comprobar en qué puntos y en qué momentos se está produciendo esa ralentización del
avance neurodegenerativo en este modelo.
La caracterización molecular detallada de la relación que existe entre los receptores mus-
carínicos [Ferreira-Vieira et al., 2016], la proteína tau y la TNAP podría ser crucial para
profundizar en nuestra comprensión de la fisiopatología de la AD, y ayudaría a explorar
la utilidad potencial de la inhibición farmacológica de esta enzima extracelular. Tomados
en conjunto, los resultados presentados en esta memoria sugieren que esta inhibición de la




1. La proteína tau-P301S se encuentra sobreexpresada e hiperfosforilada en el hipocampo
dorsal del ratón P301S a edades de aparición del fenotipo de parálisis (a partir de los
9 meses). Esta misma región presenta muerte celular, con atrofia del giro dentado, a esa
edad; la atrofia no se observó a edades tempranas (2,5 meses). Simultáneamente a dicha
apoptosis, se detectan astrogliosis y microgliosis reactivas también en dicha región; se
halló microglía con morfología en bastón (rod microglia), asociada a lesiones agudas del
sistema nervioso.
2. La proteína tau-P301S se encuentra sobreexpresada e hiperfosforilada en el nervio ciático
del ratón P301S a edades de aparición del fenotipo de parálisis. Esta estructura presenta
alteraciones a esa edad, que incluyen un aumento en el número de axones mielinizados
en degeneración, y un cambio en la distribución de fibras según el calibre, con una
disminución de aquellas de mayor diámetro.
3. Tres pruebas motoras sucesivas de rotarod entre los 8 y los 9 meses de edad permitieron
registrar la caída del rendimiento de los ratones P301S, con diferencias significativas con
respecto a los controles a los 9 meses (coincidiendo a esta edad con los daños detectados
en el nervio ciático). No se encontraron diferencias significativas en pruebas de memoria
y navegación espacial dependientes de hipocampo del modelo P301S.
4. El ratón P301S presenta una expresión tardía del transgén dentro de la neurogénesis
adulta en el giro dentado del hipocampo dorsal. La proteína tau-P301S, bajo el promotor
de Prnp murino, se detecta por primera vez en las etapas finales, con neuronas ya
maduras positivas para el marcador calbindina.
5. El ratón P301S presenta un aumento de la neurogénesis adulta hipocampal a edades de
aparición del fenotipo de parálisis, según los marcadores de etapas intermedias/finales
doblecortina y calretinina; dado que la muerte celular se encuentra incrementada, con
atrofia del giro dentado, este aumento de la neurogénesis se debe probablemente a un
aumento en la proliferación de los precursores neuronales.
6. No se encontraron diferencias significativas a edades tempranas/intermedias en la morfo-
logía dendrítica de las nuevas neuronas generadas en la neurogénesis adulta hipocampal
del ratón P301S, tras una integración completa en el circuito sináptico 8 semanas después
del comienzo de su diferenciación.
7. El modelo doble Akp2/P301S presenta neurodegeneración en la región hipocampal a
edades de aparición del fenotipo de parálisis, sin diferencias significativas con respecto
al ratón P301S.
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8. El ratón Akp2/P301S presenta un aumento de la neurogénesis adulta hipocampal a
edades de aparición del fenotipo de parálisis, según el marcadores doblecortina, sin
diferencias significativas con el ratón P301S.
9. El ratón Akp2/P301S revierte tanto las alteraciones del nervio ciático como los déficits
motores en la prueba del rotarod del ratón P301S a edades de aparición del fenotipo de
parálisis.
10. Los resultados obtenidos en el ratón Akp2/P301S sugieren una posible ralentización
o interferencia con el avance de los daños neurodegenerativos, invitando a explorar la
posible utilidad terapéutica de la inhibición farmacológica de esta exoenzima en la lucha
contra la enfermedad de Alzheimer y otras taupatías.
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Yes, there are two paths you can go by
But in the long run
There’s still time to change the road you’re on
Jimmy Page / Robert Plant
